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SOMMAIRE 
L'adrénodoxine bovine est une protéine fer-soufre qui agit comme transporteur 
d'électrons entre une flavoprotéine (adrénodoxine réductase) et un cytochrome P450 (118, 
c18 ou sec). Les structures cristallographiques de ces protéines n'étant pas déterminées, 
très peu de renseignements sont disponibles concernant les interactions protéines-protéines 
de l'adrénodoxine avec ses partenaires. 
Afin d'étudier ces interactions, un système d'expression de la portion mature des 
cDNA de l'adrénodoxine et du cytochrome P450scc bovin dans Escherichia coli a été 
développé et les protéines recombinantes ont été caractérisées. L'adrénodoxine et le 
cytochrome P450scc recombinants sont identiques à leurs homologues mitochondriaux en 
ce qui concerne leur masse moléculaire et leur immunoréactivité. De plus, la séquence NH2 
terminale et les spectres de dicroïsme circulaire de l'adrénodoxine recombinante sont 
identiques à ceux de l'adrénodoxine bovine. 
L'adrénodoxine recombinante présente un spectre d'absorbance dans le visible qui 
est identique à celui de la protéine native, ce qui nous indique que le groupement [2Fe-2S] 
est bien incorporé in vivo. Enfin, l 'adrénodoxine recombinante est capable de permettre la 
scission de la chaîne latérale du cholestérol lorsqu'elle est reconstituée avec l'adrénodoxine 
réductase et le cytochrome P450scc. 
Enfin, la présence de la préséquence du côté NHz terminal ne semble pas être 
essentielle au repliement de I'adrénodoxine et du cytochrome P450scc recombinant dans E. 
coti. 
La mutagenèse dirigée a été utilisée pour étudier le rôle fonctionnel de certains 
acides aminés de l'adrénodoxine. Dans un premier temps, des mutations ponctuelles 
XII 
impliquant les résidus Glu74 et Asp79 ont été effectuées. Les mutations apportées à ces 
résidus ont influencé très significativement l'affinité de l'adrénodoxine envers ses 
partenaires (AdxR et Cyt P450scc). Les effets de ces mutations sur l'activité de réduction 
du cytochrome cet sur l'activité de scission de la chaîne latérale du cholestérol de même que 
sur la mesure de l'affinité envers le cytochrome P450scc ont été caractérisés. Ces 
caractérisations nous permettent d'affirmer que ces résidus sont essentiels pour qu'il y ait 
association à la fois avec l'adrénodoxine réductase et avec le cytochrome P4.50scc, ce qui 
suppose que ces interactions sont de type électrostatique. 
Dans un deuxième temps, des mutations ponctuelles impliquant les résidus Phe43, 
Phe59 et Phe64 ont été effectuées. La caractérisation du mutant Phe64Ala n'a démontré 
aucun effet significatif ni sur l'affinité ni pour le transfert d'électrons. Ce résidu ne jouerait 
donc aucun rôle majeur dans le transfert des électrons ou dans la liaison de l'adrénodoxine à 
ses partenaires. 
Concernant le résidu Phe59, les effets des mutations ont été différentes 
dépendamment du résidu de remplacement. Ainsi, un résidu alanine résulte en une protéine 
qui est incapable d'intégrer son groupement Fe-S et qui perd donc toute activité de transfert 
d'électrons. Par contre, un résidu leucine ne présente pas un effet aussi drastique et bien 
qu'une diminution d'affinité soit observée pour ce mutant envers ses partenaires, l'activité 
de transfert d'électrons est tout de même conservée. Enfin, le mutant Phe43Leu entraîne 
une diminution d'affinité de l'adrénodoxine envers l'adrénodoxine réductase alors que 
l'affinité envers le P4.50scc est augmentée. Ces diverses mutations nous ont permis de 
cibler des acides aminés qui jouent un rôle au niveau des interactions électrostatiques, de la 
liaison avec le groupement Fer-Soufre et du repliement de la protéine. De plus, 
l'information obtenue pour les résidus Glu74 et Asp79 viennent ajouter des indices 
supplémentaires au fait que l'adrénodoxine agirait telle une navette et non pas par 
Xlll 
l'intermédiaire d'un complexe ternaire pour ce qm concerne le mode de transfert 
d'électrons. 
Enfin, concernant le cytochrome P450scc recombinant, une augmentation 
significative de son taux d'expression dans E. coli a été obtenue en déstabilisant une 
structure secondaire de !'ARN qui implique le codon d'initiation de la traduction. Le 
P450scc a été obtenu sous forme solubilisée en utilisant le détergent CHAPS. Ce dernier a 
permis de conserver l'activité de scission de la chaîne latérale du cholestérol tout en le 
purifiant de la fraction membranaire de E. coli. 
INTRODUCTION 
1. HISTORIQUE 
Vers la fin du 19c siècle, le concept de détoxifïcation prit forme (Neuberger et 
Smith, 1983). On fit alors la relation entre les effets cliniques observés chez les animaux 
traités avec certaines drogues et certains enzymes métabolisant ces drogues. On observa 
ensuite que certaines activités enzymatiques pouvaient être augmentées chez les rats ayant 
été traités au phénobarbital (Brown et al., 1954). 
En 1958, Klingenbert et Garfinkel rapportaient la présence d'un complexe 
membranaire entre un cytochrome et le monoxyde de carbone, qui présente un maximum 
d'absorbance inhabituel à 450 nm (Klingenbert, 1958; Garfinkel, 1958). Le pigment 
(cytochrome) fut par la suite isolé et_ appelé P450 (Omura et Sato, 1964). On attribua par la 
suite de nombreux rôles à ce complexe, tel que l'hydroxylation des stéroïdes et de certaines 
drogues (Estabrook et al., 1973). Le lien existant entre les enzymes inductibles capables de 
métaboliser les drogues et les cytochromes P450s fut établi pour la première fois en 
analysant des microsomes de foie de rats traités au phénobarbital. C'est en effet lors de cette 
étude que des corrélations furent établies entre les montées et les chutes progressives du 
contenu en P450 suivi spectrophotométriquement et les changements parallèles de certaines 
activités du métabolisme des drogues de ces mêmes microsomes (Orrenius et Emster, 1964; 
Remmer et Mercker, 1%5). 
Le fait que l'actinomycine D et la cycloheximide bloquent l'induction des P450s en 
culture de cellules a ensuite suggéré un rôle pour les nouvelles synthèses d'ARN messagers 
et de protéines pendant les processus d'induction (Nebert et Gelboin, 1970; Nebert, 1970). 
2 
La purification de plusieurs cytochromes P450s enclencha ensuite une série 
d'études où l'utilisation d'anticorps polyclonaux et monoclonaux permit de confirmer la 
corrélation existant entre l'activité des enzymes métabolisant les drogues et les taux 
d'expression des P450s (de Montellano, 1985; Lu et Levin, 1974). 
Grâce à l'avènement de la biologie moléculaire dans les années 1980, la régulation 
des gènes des P450s est aujourd'hui mieux comprise. Enfin, ce qui était apparu comme 
étant un petit groupe de protéines il y a IO à 20 ans, n'était que la réflexion des limites des 
techniques biochimiques de l'époque (Nebert, 1979). C'est avec la venue des techniques de 
biologie moléculaire que l'ampleur et la complexité de la super famille des cytochromes 
P450s devint évidente. 
Parallèlement, les protéines fer-soufre furent identifiées et reconnues comme un 
groupe il y a environ 30 ans (Beinert, 1990). C'est en 1962 que le nom ferrédoxine fut 
donné pour la première fois à un constituant cellulaire qui semblait plutôt spécialisé dans sa 
distribution et ses fonctions (Mortenson et al., 1962). Cc dernier fut isolé lors d'études sur 
la fixation de l'azote par Clostridium pasteurianum, une bactérie anaérobique stricte. La 
ferrédoxine se présentait alors comme une protéine fer-soufre et non pas une protéine 
contenant un hème ou une flavine. 
Il apparu par la suite que les ferrédoxines agissaient tels des transporteurs 
d'électrons transférant ces derniers à un accepteur d'électrons tels que le pyruvate ou les 
cytochromes P450s. 
Les f errédoxines sont maintenant considérées comme des composantes ubiquistes, 
qui permettent le transfert des électrons vers des protéines impliquées aussi bien au niveau 
de la photosynthèse, de la fixation de l'azote que dans la stéroïdogenèse. 
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En 1964, l'équipe d'Omura démontra que l'adrénodoxine et les cytochromes P4.50s 
mitochondriaux étaient impliqués dans la même chaîne de transfert des électrons. Ils 
déterminèrent que pour chaque hydroxylation de stéroïdes, deux fractions mitochondriales 
sont nécessaires, soit une fraction soluble (matricielle) et une fraction insoluble qui contient 
un P4.50 (Omura et Sato, 1964). La fraction soluble fut par la suite subdivisée en deux 
enzymes distincts, soit l'adrénodoxine, une protéine fer-soufre et l'adrénodoxine réductase, 
une flavoprotéine. Une nouvelle chaîne de transfert des électrons venait ainsi d'être 
identifiée, ouvrant du même coup la porte à tout un champ de recherche en soi. 
Les travaux présentés dans cette thèse apporteront, je l'espère, des connaissances 
supplémentaires aidant à la compréhension de cette chaîne de transfert des électrons. 
2. MORPHOLOGIE DE LA GLANDE SURRÉNALE 
Les surrénales sont de petites glandes triangulaires situées au-dessus des rems. 
Elles sont très bien vascularisées grâce à un apport sanguin de trois artères suprarénales et 
pour honorer leur fonction endocrine, le système veineux est également très développé, 
permettant aux hormones de se déverser dans la veine cave inférieure. 
2. 1 Histologie de la surrénale 
Une coupe transversale de la surrénale nous permet d'identifier deux glandes 
distinctes. Le cortex, à l'extérieur, et la rnedulla, au centre, lesquels font respectivement 
90% et 10% du poids total de la glande. Ces deux types tissulaires sont très différents 
morphologiquement et physiologiquement. 
La medulla qui sécrète les catécholamines origine de l'ectoderme, feuillet 
embryonnaire externe qui fournit la peau et le système nerveux. Le cortex surrénalien 
origine de l'endodenne, feuillet embryonnaire interne qui fournit le tube digestif et les 
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glandes annexes de même que l'appareil respiratoire. Le cortex est constitué de trois régions 
différentes, identifiables par la morphologie et la disposition histologique de leurs cellules 
(Fig. 1). La zona glomerulosa, située juste sous la capsule surrénalienne, enveloppe externe 
de tissus conjonctif, est composée d'une mince couche de cellules disposées en cercles et en 
arcades. 
La zona fasciculata, la zone la plus importante en taille, est composée de cellules 
arrangées en colonnes qui originent de la zona glomerulosa. Les cellules de cette zone sont 
également appelées cellules claires en raison de leur grande quantité de vésicules lipidiques. 
La zona réticularis, la zone la plus interne, est composée d'un réseau désorganisé de 
cellules, lesquelles sont entremêlées de larges bandes de tissus conjonctif. 
Les cellules de la wna fasciculata-reticularis sont régulées par l'hqrmone 
adrénocorticotropine (ACTH) et sont responsables de la synthèse des glucocorticoïdes. Un 
excès ou une déficience d'ACTH peut altérer la structure et la fonction de ces deux zones 
sans modifier la taille de la zona glomerulosa. Par exemple, une atrophie est observée dans 
le cas d'une hypophysectomie et une hyperplasie résulte d'un excès d'ACTH (Knobil et al., 
1954). 
Les cellules de la zona glomerulosa sont, quant à elles, responsables de la synthèse 
des minéralocorticoïdes tel l'aldostérone et la 18-hydroxy-désoxy-corticostérone (18-0H-
DOC). Une hypertrophie de la wna glomerulosa est observée lorsque l'on soumet des rats 
à une diète réduite en sodium. Cette hypertrophie s'accompagne généralement d'une baisse 
initiale en vésicules lipidiques, signe d'un métabolisme actif du cholestérol (Hartroft, P.M. 
et Eisenstein, 1956). La zona glomerulosa est sous le contrôle du système rénine-
angiotensine. L'angiotensine II se lie à son récepteur au niveau de la zona glomerulosa, 
favorisant ainsi la transfomrntion de la corticostérone en aldostérone (Quinn et William, 
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1992). La division du cortex surrénalien en zones sécrétrices de minéralocorticoïdes et 
zones sécrétrices de glucocorticoïdes serait le résultat d'un besoin pour les différents types 
cellulaires de la synthèse de divers stéroïdes qui arrivent via les capillaires sanguins. Par 
exemple, la synthèse des glucocorticoïdes serait dépendante de la présence des 
minéralocorticoïdes (Homosby, 1987). 
3. STÉROÏDOGENÈSE DE LA GLANDE SURRÉNALE 
Les hormones stéroïdiennes sécrétées par le cortex surrénalien ont toutes, comme 
précurseur, le cholestérol. C'est pourquoi la disponibilité de ce dernier au niveau de la 
surrénale est critique afin d'assurer une fonction stéroïdogénique adéquate. 
3. 1 Le cholestérol, précurseur des hormones stéroïdiennes 
La source la plus importante de cholestérol chez l'homme provient des LOL 
sanguins et origine de la synthèse hépatique et de l'absorption intestinale. Une plus petite 
portion de cholestérol est synthétisée localement dans le cortex à partir de l'acétate (Brown 
et Eisenstein, 1979). 
L'entrée du cholestérol dans les cellules surrénaliennes se fait sous forme de 
complexe avec des lipoprotéines plasmatiques LOL (Low Density Lipoprotein) chez 
l'humain et le boeuf, et HDL (High Density Lipoprotein) chez le rat Cette entrée du 
cholestérol dans les cellules surrénaliennes implique l'interaction de ces lipoprotéines avec 
des récepteurs membranaires spécifiques. Le cholestérol ainsi transloqué est soit utilisé 
immédiatement ou emmagasiné sous forme d'esters de cholestérol dans des vésicules 
lipidiques cytoplasmiques (Hechter et al., 1953). Ce dernier devient rapidement disponible 
suite à l'hydrolyse des esters par le cholestérol ester hydrolase. Le cholestérol ainsi libéré 
est ensuite pris en charge par les protéines SCP2 (Sterol Carrier Protein 2) qui en facilitent 
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le mouvement vers les mitochondries où se déroule la première étape de la stéroïdogenèse, 
soit la scission de la chaîne latérale du cholestérol. 
La vitesse de translocation du cholestérol aux mitochondries est régulée par la 
disponibilité des SCP2 et non par la concentration du cholestérol disponible dans les 
vésicules lipidiques (Tuckey et Holland, 1989; McLean et al., 1992). 
3. 2 Les enzymes de la stéroïdogenèse 
La majorité des enzymes impliqués dans la stéroïdogenèse appartiennent à la famille 
des cytochromes P450s (Fig. 2). Au niveau des mitochondries, trois cytochromes P450s y 
sont actifs, soit le P450scc, produit du gène CYP11Al, le P45011B, produit du gène 
CYPl lBl et le P4.50C18, produit du gène CYP11B2 (Nebert et al., 1991). 
Le cytochrome P4.50scc catalyse ) 'excision de la chaîne latérale du cholestérol pour 
générer la prégnénolone, un stéroïde à 21 atomes de carbone (Katagiri et al., 1976). 
Le cytochrome P45011B permet la 1 lB-hydroxylation du désoxycorticostérone 
(DOC) pour produire le corticostérone. Chez le boeuf et le porc, le P4501 rn est 
responsable à la fois de l'activité 1 lB-hydroxylase et de l'aldostérone synthase 
(Yanagibashi et al., 1986; Ohnishi et al., 1988; Morohashi et al., 1990). 
Par contre, au niveau de la zona glomerulosa des humains, des rongeurs et des 
hamsters c'est le P450C 18 (aldostérone synthase) qui catalyse la transformation du 
corticostérone en aldostérone (Tremblay et al., 1992; Müller et Oertle, 1993; Kawamoto et 
al., 1992; LeHoux et al., 1994). Le gène CYP11B2 est réprimé au niveau de la zona-






Figure 2 métaboUques générales de fa biosynthèse 
stéroîdie11u1es au niveau du cortex surrénaUen et des gonades. Les 
flèches indiquent la de substrats en produits par les enzymes situés 
dans les régions ombragées. Les enzymes sont dans les régions ombragées 
avec contour (c.-à-d. P450scc, P450cll et P450aldo) sont localisés dans les 
mitochondries. Les autres enzymes se retrouvent au niveau des microsomes. Le 
rôle physiologique de chacun des de chaine est décrit à 
de 
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Au niveau des microsomes, deux cytochromes P450s et une déshydrogénase (313-
HSD) y sont actifs. Le cytochrome P45017a, produit du gène CYP17 et responsable des 
activités 17a-hydroxylase et 17,20-desmolase permet la conversion de la prégnénolone en 
17a-hydroxyprégnénolone et la conversion de la progestérone en 17a-
hydroxyprogestérone. Ces intermédiaires sont ensuite transformés en déhydro-
épiandrostéronc (DHEA) et en androstènedione par le même enzyme. Ces androgènes 
biologiquement moins actifs que la testostérone se dirigent ensuite vers les tissus 
périphériques et le placenta où ils seront convertis en stéroïdes biologiquement plus actifs. 
La 17a-hydroxyprogestérone peut également être transformée en désoxycortisol et en 
cortisol par hydroxylations successives du carbone C21 par le P450C21 et du carbone Cl 1 
par le cytochrome P4501 IB (Nakajin et al., 1984). Le P45017a est donc situé à un 
carrefour menant soit vers la synthèse des hormones sexuelles ou des glucocorticoïdes. Il 
est à noter que le gène CYP17 est réprimé dans la zona-glomerulosa empêchant ainsi la 
synthèse de cortisol dans cette zone. 
Le cytochrome P450C21, produit du gène CYP21B, permet également la 
conversion de la progestérone en déoxycorticostérone (DOC) par une hydroxylation en 
position C21 (Chung et al., 1986). Enfin, la 313-hydroxystéroïde déshydrogénase convertie 
la prégnénolone en progestérone, le 17a-hydroxyprégnénolone en 17a-
hydroxyprogestérone et le DHEA en androstènedione. Ces transformations impliquent une 
déshydrogénation des stéroïdes en position C3 et une isomérisation du double lien !).5 à la 
position !).4 (Fig. 2) (Lorence et al., 1990; Zao et al., 1991). 
4. RÉGULATION DE LA SYNTHÈSE DES STÉROÏDES SURRÉNALIENS 
Le contrôle de la production des hormones stéroïdiennes implique deux types de 
réponses, lesquelles sont régulées par l'ACTH. Une réponse à court terme, qui implique 
une mobilisation rapide du cholestérol au cytochrome P450scc situé dans la membrane 
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interne des mitochondries, et une réponse à long terme qui implique le maintien des 
enzymes stéroïdogéniques à des niveaux optimums (Simpson et al., 1972). 
4. 1 L'adrénocorticotropine (ACTH) 
L'adrénocorticotropine est un petit peptide dérivé du précurseur POMC (pro-
opiomélanocortin), qui est sécrété en réponse à un stress. L'ACTH stimule la synthèse des 
gl ucorticoïdes au ni Yeau de la zona fasciculata-réticularis et ne joue qu'un rôle mineur au 
niveau de la production de l'aldostérone (Rainey et al., 1991). L'ACTH agit via les 
récepteurs à l'ACTH lesquels sont couplés à l'adénylate cyclase, qui produit le 3'-5'-
adénosine monophosphate (cAMP), second messager impliqué au niveau du métabolisme et 
du transport du cholestérol (Brall et Sayers, 1972; Sala et al., 1979). 
4.1. l Régulation à court terme 
La réponse à court terme à une stimulation par l'ACTH est très rapide (moins de 5 
minutes). Elle implique 1a mobilisation du cholestérol au cytochrome P4.50scc, qui le 
transforme en prégnénolonc (Stone et Hechter, 1955). 
Bien que de nombreux ouvrages désignent la scission de la chaîne latérale du 
cholestérol comme étape Iimitante de la stéroïdogenèse, il devient de plus en plus accepté 
que la mobilisation du cholestérol au site de cette réaction soit plutôt l'étape de régulation 
réelle de la biosynthèse des stéroïdes (Stevens et al., 1992; Pfeifer et al., 1993; Stevens et 
al., 1993). 
Le transport du cholestérol dans les cellules surrénaliennes des vésicules lipidiques 
à son site d'utilisation dans la membrane mitochondriale interne peut être divisée en deux 
étapes. La première étape est celle de l'accumulation du cholestérol dans la membrane 
mitochondiale externe en réponse à l'action de l'ACTH ou du cAMP. Cette mobilisation fait 
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intervenir préalablement le cholestérol ester hydrolase qui hydrolyse les esters de 
cholestérol emmagasinés dans les vésicules lipidiques. De plus, cette étape n'est pas inhibée 
par la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique. 
Ce transport du cholestérol, du cytosol vers les mitochondries nécessite 
l'intervention de médiateurs, parmis lesquels les SCP2 (Sterol Carrier Proteins) et certains 
éléments du cytosquelette sont les mieux documentés (Bloj et Zilversmit, 1977; Matsuura 
et al., 1993; McNamara et Jefcœ.te, 1989). 
La deuxième étape est celle du transport du cholestérol de la membrane externe à la 
membrane interne de la mitochondrie, site d'action du cytochrome P450scc. Ce transport 
est inhibé lorsque l'on utilise des inhibiteurs de la traduction et impliquerait donc une ou des 
protéines labiles. Les candidats les plus sérieux sont à ce jour le SAP (Steroidogenesis-
Activator-Peptide) le StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) de même qu'un 
peptide de 8,2 kDa, homologue à l'endozépine du cerveau (Mertz et Pedersen, 1989~ Lin et 
al., 1995; Y anagibashi et al., 1988; Clark et Stocco, 1995; King et al., 1995). 
L'avantage du transfert des stéroïdes via des transporteurs est que ces derniers 
peuvent servir de véhicules qui déterminent l'itinéraire précis de ces lipides au moyen 
d'interactions avec des récepteurs spécifiques ou encore des protéines d'encrage. De plus, 
ces transporteurs permettraient au cholestérol de traverser plus facilement l'espace 
intramembranaire, cette barrière aqueuse qui en empêche l'accès passif vers le cytochrome 
P450scc. 
Enfin, la récente isolation d'une protéine se liant à la prégnénolone dans les 
surrénales de cochon d'Inde, confirme la présence de transporteurs protéiques qui 
faciliteraient le transport de plusieurs stéroïdes dans les cellules (Driscoll et al., 1990; Lee et 
Strott, 1988). 
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Les mécanismes intracellulaires déclanchés par l'ACTH et le cAMP lors de la 
réponse à court terme sont encore à déterminer. Cependant, plusieurs évidences 
impliqueraient une protéine kinase cAMP-dépendante (PKA). Schimmer et collaborateurs 
ont démontré que l'ACTH et le cAMP exercent une stimulation de la stéroïdogenèse via un 
mécanisme qui requiert l'activation d'une protéine kinase cAMP dépendante. Ces travaux 
consistaient à utiliser des mutants de cellules Y-1 (cellules tumorales du cortex surrénalien 
de souris) lesquels ont une kinase de plus faible affinité pour le cAMP, et de démontrer que 
l'addition d'ACTH ou de cAMP n'entraîne plus d'augmentation de la stéroïdogenèse 
(Gutmann et al., 1978; Rae et al., 1979). 
4.1.2 Régulation à long terme 
L'action à long terme de l'ACTH a d'abord été observée, in vivo, chez des rats 
ayant subi une hypophysectomie. On observait alors que les niveaux d'hydroxylases 
stéroïdiennes diminuaient dans le cortex surrénalien et qu'ils étaient rétablis par 
l'administration prolong~ d'ACTH à ces animaux (Purvis et al., 1973). 
Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de l'ACTH, des cultures de 
cellules primaires de cortex surrénalien ont été utilisées. Ainsi, il a été démontré, à l'aide 
d'anticorps spécifiques, qu'un traitement prolongé à l'ACTH entrame une augmentation de 
la synthèse des cytochromes P450scc (Dubois et al., 1981), P45011B (Kramer et al. 1983), 
P450C21 (Funkenstein et al., 1983), P45017a (Zuber et al., 1985) et de l'adrénodoxine 
(Kramer et al., 1982). 
Ainsi, des augmentations de l'ordre de 4 à 5 fois ont été observées avec un 
maximum de synthèse protéique atteint après 24 à 36 heures de traitement à l'ACTH. De 
plus, l'ACTH n'a aucun effet sur la stabilité de ces protéines, tel que démontré par des 
expériences de «chase» à la 35s méthionine (Boggaram et al., 1984). Des études plus 
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récentes ont de plus démontré une action similaire de l'ACTH sur d'autres protéines 
impliquées au niveau de la stéroïdogenèse, tels que l'adrénodoxine réductase (Kramer et 
al., 1982a), le cytochrome P450 réductase (Dee et al., 1985), la 38-HSD (Naville et al., 
1991), le SCP2 (Trzeciak et al., 1987) et les récepteurs LOL (Ohashi et al., 1982). 
L'action de l'ACTH peut également être initiée par des analogues du cAMP, tel que 
le dibutyryl cAMP et le 8-bromo-cAMP, ce qui indique bien que l'action de l'ACTH est 
médiée par le cAMP, ce qui est valable pour la réponse à court et à long termes (Kramer et 
al., 1984). 
Finalement, il fut démontré, pour chacun des P450s et pour l'adrénodoxine, que 
l'augmentation de la synthèse protéique était également accompagnée d'une augmentation 
de la quantité de leur ARN messager respectif (Dubois et al., 1981; Kramer et al., 1983; 
Funkenstein et al., 1983; Zuber et al., 1985; Kramer et al., 1982b). 
Une augmentation de la quantité d'ARN messager pourrait être la conséquence 
d'une augmentation de la synthèse des ARN messagers spécifiques ou d'une augmentation 
de la stabilité de ces ARNs. Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action à long 
terme de l'ACTH, il devenait nécessaire de clôner et de caractériser les séquences d'ADN 
complémentaires aux ARN messagers. Ces cDNAs servent alors de sondes afin de mesurer 
les quantités d'ARN messagers pour chacun des enzymes. Ainsi, il fut déterminé qu'un 
traitement à l'ACTH sur des cellule primaires de surrénales entraînait une accumulation 
d'ARNm pour chacun de ces enzymes, soit le P450scc (John et al., 1984), le P45017a 
(Zuber et al., 1986), le P45011B (John et al., 1985), le P450C21 (John et al., 1986(a)) et 
l'adrénodoxine (Okamura et al., 1985). Ces augmentations ont été attribuées à une initiation 
accrue de la transcription de leur gène respectif et non à des changements dans la demi-vie 
de ces ARNm (John et al., 1986(b)). Une seule exception pour le P450scc, où un 
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traitement à l'ACTH augmente la stabilité du transcrit d'ARNm de 5 fois (Boggaram et al., 
1989). 
Le cycloheximide inhibe l'accumulation des ARN messagers induite par l'ACTH, 
ce qui indique que la régulation de l'expression des gènes stéroïdogéniques par l'ACTH 
nécessite la traduction de facteurs protéiques. 
Ainsi, le cAMP pourrait induire la synthèse d'une protéine de régulation, laquelle 
interagirait à son tour avec les gènes spécifiques pour en favoriser leur expression. Ces ou 
cette protéine(s) de régulaiton ont été tentativement appelées SHIP (Steroid hydroxylase 
inducing protein) (Simpson et Waterman, 1988). 
Une fois les gènes des différentes hydroxylases caractérisés, il devient possible de 
chercher des éléments de régulation spécifiques qui leur sont associés. 
Afin d'identifier les séquences responsables de l'activation des gènes par le cAMP, 
des études de délétions des séquences 5' non codantes ont été effectuées. Généralement, de 
larges segments d'ADN (> 2kb) du gène d'intérêt sont couplés à un gène rapporteur, tel 
que la chloramphenicol acétyltransférase, et la capacité du cAMP à stimuler l'expression du 
gène rapporteur est mesurée. On arrive ainsi à déterminer des séquences spécifiques qui 
permettent une activation des gènes pour le cAMP. Ces séquences sont appelées CRS pour 
«cAMP-response scquence». 
Chose surprenante, l'analyse de ces gènes nous révèle que chacun présente sa 
propre séquence CRS et que dans la majorité des cas, celles-ci ne comportent aucune 
homologies avec la séquence consensus des CRE (cAMP-responsive element) laquelle fut 
identifiée pour la première fois dans le promoteur du gène de la somatostatine (Montminy et 
Bilezikjian, 1987). 
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Certaines exceptions confirment cependant la règle. Tel est le cas pour les gènes 
CYPllB de boeuf (Honda et al., 1990), de souris (Rice et al., 1989) et d'humain (Momet 
et al., 1989) qui contiennent une séquence très rapprochée du CRE, et également le gène 
CYPl lA humain qui contient un CRE très loin en amont du site d'initiation de la 
transcription (lnoue et al., 1991; Moore et al., 1990). De plus, il semble que le même gène, 
chez différentes espèces, utilise parfois des CRS différents, comme c'est le cas pour le 
CRS du gène CYPl IA de boeuf qui est très différent du CRS des gènes CYPl lA de souris 
et d'humain. 
Une fois les séquences CRS ciblées, il devient possible d'identifier certaines 
protéines qui s'y associent, en utilisant des techniques de retardation sur gel et de protection 
à la DNase. 
Ainsi on a pu démontrer que le facteur de transcription ubiquiste Spl se lie aux CRS 
du gène CYPl lA de boeuf (Rice et al., 1990) et du CYP21 humain (Kagawa et Waterman, 
1991). Le facteur de transcription Spl est une protéine qui lie l'ADN via un motif de doigts 
de zinc (Kadonaga et al., 1988). 
Pour qu'un facteur de transcription aussi ubiquiste que Spl joue un rôle dans 
l'activation de ces gènes, il doit obligatoirement y avoir d'autres protéines d'impliquées, 
lesquelles restent à identifier. 
Une autre protéine a également été isolée, laquelle se lie au CRS du gène CYP21 de 
souris (Kagawa et Waterman, 1992). Cette protéine de 78kDa (ASP) se retrouve presque 
exclusivement dans les cellules de surrénales. L'observation d'une augmentation de la 
transcription du gène CYP21 lorsqu'on ajoute cette protéine aux cellules Y l transfectées et 
le fait que cette augmentation soit inhibée par des anticorps anti-protéine ASP confirment un 
rôle important pour l'ASP au niveau de la transcription de ce gène. Des résultatS similaires 
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ont été obtenus pour le gène CYPl lB de boeuf où deux régions (Ad3 et Ad4) répondent au 
cAMP et sont reconnues par des facteurs nucléaires distincts (Honda et al., 1990). 
À ce JOUr, on ne s'explique toujours pas la signification de ce haut degré de 
complexité des différents CRS. Cependant, on ne doit pas trop se surprendre d'un système 
de régulation multifonctionnel puisque les gènes codant pour les cytochromes P450s 
stéroïdiens nécessitent une expression qui est tissu-spécifique, développementale, 
constitutive ou dépendante de stimuli divers. La caractérisation des facteurs de 
transcriptions qui se lient aux différents CRS apportera sûrement des éléments clefs pour 
élucider la diversité de ces systèmes de régulation. 
5 . LES CYTOCHROMES P450S 
Les cytochromes P450s sont des enzymes impliqués dans le métabolisme oxydatif 
de substrats endogènes tels que le cholestérol, les hormones stéroïdiennes, les acides gras 
et les protaglandines; et également de substrats étrangers tels que certaines drogues, 
pesticides et carcinogènes. 
On retrouve les cytochromes P450s aussi bien chez les animaux, les plantes que les 
bactéries, exception faite des bactéries strictement anaérobiques. Chez les procaryotes, on 
retrouve les P450s sous forme soluble alors que chez les eucaryotes ces enzymes se 
retrouvent incorporés aux membranes. Les P450s sont des hydroxylases qui possèdent la 
protoporphyrine IX comme groupement prosthétique et dont le maximum d'absorbance est 
déplacé de 420 à 450 nm lorsque l'enzyme est réduit en présence de monoxyde de carbone. 
La réaction chimique catalysée par les P450s implique la réduction de l'oxygène moléculaire 
(02) par une paire d'électrons provenant du NAD PH et transfert d'un atome d'oxygène au 
substrat (R-H), soit: 
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P450 NADPH + H+ + 0 2 + R-H >R-OH + H20 + NADp+ 
En octobre 1990, 154 gènes et 7 pseudogènes de cytochromes P450s étaient 
caractérisés et jusqu'à ce jour, 30 familles ont été décrites (Nebert et Nelson, 1991). Il est 
généralement accepté que les cytochromes P450s stéroïdiens sont parmis les plus anciens et 
qu'ils ont probablement évolué dans des organismes primitifs afin de synthétiser les 
stéroïdes nécessaires à l'intégrité membranaire. Ce n'est que plus tard que les P450s 
stérodiens se retrouvent dans des organismes plus différenciés pour y agir comme 
médiateur hormonal du développement (Nebert et Nelson, 1991). 
Tel que décrit précédemment, 5 cytochromes P450s différents sont impliqués au 
niveau de la stéroïdogenèse surrénalienne, soit les cytochromes P450scc, P45011B, 
P450aldo, P45017a et P450C21. Mon projet de recherche étant limité aux interactions 
protéines-protéines qui impliquent le cytochrome P450scc et son transporteur d'électron, 
l'adrénodoxine, je me limiterai ici à une description plus complète de ce cytochrome de 
même que de l'adrénodoxine et l'adrénodoxine réductase, lesquels sont tous impliqués au 
niveau de la même chaîne de transfert des électrons. 
5. 1 Le cytochrome P450scc 
Le cytochrome P450scc catalyse la conversion du cholestérol en prégnénolone, 
première étape de la biosynthèse des hormones stéroïdiennes. Trois réactions successives 
sont nécessaires avant de générer le produit, soit une 22-hydroxylation, une 20a-
hydroxylation et finalement la scission de la chaîne latérale du cholestérol entre C20-C22 
pour former la prégnénolone et l'acide isocaproïque, l'isocaproaldéhyde (Larroque et al., 
1981). Cette réaction nécessite 3 moles de NADPH et 3 moles d'oxygène moléculaire par 
mole de prégnénolone formée (Shikita et al., 1974). 
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Certains chercheurs ont avancé l'hypothèse que 3 enzymes différents seraient 
responsables de ces 3 activités, mais des études de purifications, d'analyses cinétiques de 
même que des études de reconstitution in vitro ont permis d'identifier un seul enzyme 
impliqué, soit le cytochrome P450scc (Katagiri et al., 1976; Shikita et Hall, 1973a; Shikita 
et Hall, 1973b; Simpson, 1979). De plus, il a été démontré depuis, qu'un seul site actif est 
responsable de ces trois réactions (Duque et al., 1978). 
Le cytochrome P450scc étant impliqué dans la production des glucocorticoïdes, des 
minéralocorticoïdes et des hormones sexuelles, la localisation tissulaire de cet enzyme est 
principalement au niveau du cortex surrénalien, des gonades et du placenta 
Le P450scc est une hémoprotéine qui est encodée par le génome nucléaire puis 
synthétisée par les ribosomes sous fonne de précurseur de 54,5 kDa. Ce dernier est ensuite 
clivé pour donner une protéine mature de 49 kDa qui se retrouve insérée dans la membrane 
mitochondiale interne (Dubois et al., 1981 b). 
Un seul gène a été identifié pour le P450scc, lequel réside sur le chromosome 15 q-
23-q24 chez l'humain (Chung et al., 1986a; Sparkes et al., 1991). Ce gène code pour une 
protéine de 521 acides aminés chez l'humain et le boeuf, dont les 39 premiers 
correspondent au signal peptide (Morohashi et al., 1984). 
Le gène du P450scc présente 9 exons et 8 introns (Morohashi et al., 1987). 
L'organisation de ce gène est similaire à celle du cytochrome P45011B, un autre 
cytochrome P450 mitochondiral, ce qui a permis de classer ces deux cytochromes dans la 
même famille génique et d'estimer leur divergence des cytochromes P450s microsomiques 
à environ 1000 millions d'années (Nebert et Gonzales, 1987). Des expériences de 
reconstitution du cytochrome P450scc dans des vésicules de phospholipides ont révélé que 
le site de liaison du cholestérol est en communication directe avec la bicouche lipidique. 
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Cette insertion confère au cytochrome P450scc une plus grande résistance à la dénaturation 
due à ces interactions protéines/lipides. De plus, l'incorporation du P450scc dans ces 
vésicules présente une orientation spécifique qui permet de maintenir le site de liaison à 
l'adrénodoxine exposée à la surface externe. Cette orientation permet donc au hème 
d'interagir à la fois avec le cholestérol des membranes et à l'adrénodoxine, son transporteur 
d'électrons (Seybert et al., 1979). Récemment, une étude de modélisation moléculaire de la 
structure en trois dimensions du cytochrome P450scc, basée sur un alignement de séquence 
avec le cytochrome P4.SOCAM, confirme la présence d'une boucle amphiphatique de 25 
résidus d'acides aminée qui pourraient s'insérer dans la bicouche lipidique. De plus, ce 
modèle révèle la présence d'une crevasse hydrophobe qui permettrait au cholestérol de se 
rendre à son site de liaison sans être en contact avec l'environnement aqueux (Vijayakumar 
et Salerno, 1992). 
Trois régions conservées sont également ressorties de ce modèle, soit le site de 
liaison au substrat, le site de liaison à l'oxygène moléculaire et le site de liaison au hème, 
quoique ce dernier présente moins d'homologie que les deux sites précédents. La 
cristallisation du cytochrome P450scc a récemment été rapportée, mais aucune structure n'a 
été résolue depuis (lwamoto et al., 1988). 
Bien que les études de modélisation moléculaire nous apportent certains 
renseignements clefs, il est toutefois plus approprié d'attendre la structure 
cristallographique d'un P450 de mammifères avant de conclure quoi que ce soit en ce qui 
concerne la structure du cytochrome P450scc. 
Les hyperplasies congénitales surrénaliennes sont un groupe de maladies génétiques 
qui affectent la synthèse des hormones stéroïdiennes. L'absence d'activité du cytochrome 
P450scc est probablement la forme la plus rare d'hyperplasie congénitale (hyperplasie 
lipoïde). Ce désordre est principalement diagnostiqué par une absence de stéroïdes, à la fois 
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dans le sang cl l'urine el résulte généralement en une mort prématurée (Miller et Levine, 
1987). Entretemps, la découverte récente de protéine SlAR mutante chez les individus 
souff ranl d'hyperphlasie lipoïde sous entend que le problème serait dfi non pas au 
cytochrome P450scc, mais plutôt à la disponibilité du cholestérol. Cette disponibilité étant 
régulée par la protéine SlAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Lin et al., 1995). 
On peut toutefois traiter efficacement les patients en leur administrant des glucocorticoïdes 
et des minéralocorticoïdes de façon permanente (Hauffa et al., 1985). 
6 . LES FERRÉDOXINES 
Les ferredoxines sont de petites protéines «fer-soufre» ubiquistes (PM,.., 6 000 à 12 
000 daltons) qui jouent un rôle de transporteur d'électrons dans divers processus important 
tel que la photosynthèse, la fixation de l'azote et la stéroïdogenèse, qui nous intéresse plus 
particulièrement (Beinert 1990). Le nom «ferredoxine» fut donné pour la première fois en 
1962, à une protéine ayant 8 atomes de fer, isolée de Clostridium pasteurianum (Mortenson 
etal., 1962). 
Depuis ce temps, au moms une centaine de ferredoxines ont été isolées dans 
diverses sources, telles que les bactéries, les plantes supérieures et les animaux. 
Les f erredoxines sont classifiées dans quatre groupes principaux selon leur contenu 
en atome de fer et de soufre. Ainsi, on retrouve des f erredoxines ayant différents 
groupements de fer-soufre, tel que [2 Fe-2S] (Tsukihara et al., 1978; Fukuyama et al., 
1980), [4Fe-4S] (Carter et al., 1974), [7Fe-7S] (Stout et al., 1980) et [8Fe-8S] (Adman et 
al., 1976). Les ferredoxines ne présentent que peu d'homologie entre les différentes 
familles. Cependant, la séquence d'acides aminés la mieux conservée implique des résidus 
cystéines qui servent à ancrer le groupement fer-soufre. 
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6. 1 L' adrénodoxine 
L'adrénodoxine est une petite protéine «fer-soufre» [2Fe-2S] soluble, de la matrice 
mitochondriale que l'on retrouve principalement au niveau du cortex surrénalien, des 
gonades et du placenta. 
Bien que moins bien caractérisées, on a également isolé des ferredoxines de foie de 
rat (Atsuta et Okuda, 1978), de boeuf (Pedersen et al., l'Yl7) et d'humain (Oftebro et al., 
1981), de reins de porc (Driscoll et Omdahl, 1986), de poulet (Yoon et DeLuca, 1980) et 
enfin de cerveau de boeuf (Oftebro et al., 1979). Ces ferredoxines sont cependant présentes 
en moins grandes quantités que dans les tissus stéroïdogéniques. 
L'adrénodoxine pennet le transfert des électrons d'une flavoprotéine, la NADPH-
adrénodoxine réductase, vers l'un des cytochromes P450s suivant, soit le P450scc, le 
P45011B ou le P450C18. Le choix du P450 dépend de la présence du substrat, lequel 
augmente l'affinité de liaison du P4.50 pour l'adrénodoxine (Lambeth et Pember, 1983). 
Cette chaîne de transfert des électrons sera décrite en détails dans une prochaine section. 
L'adrénodoxine est encodée par un seul gène, si tué sur le chromosome 11 q22 chez 
l'humain (Morel et al., 1988; Sparkes et al., 1991) et elle est traduite dans le cytoplasme 
sous fonne d'un précurseur de 20 kDa. Ce dernier est tronqué en une fonne mature de 14 
kDa par scission du peptide signal lors de son transport vers la matrice mitochondriale 
(Matocha et Watennan, 1984; Sagara et al., 1984; Matocha et Waterman, 1985). 
La caractérisation des transcrits du gène de l'adrénodoxine a révélé la présence de 
deux espèces d'ARN messagers qui diffèrent seulement au niveau de la séquence 5' 
tenninale (Okamura et al., 1987). Chaque ARNm code pour la même protéine mature, la 
différence se situant plutôt au niveau du peptide signal. 
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Un examen plus approfondi a démontré que l'exon 1 code pour un peptide signal 
alors que l'exon 2 code pour un peptide signal différent. Les exons 3, 4 et 5, quant à eux, 
codent pour la protéine mature (Kagimoto et al., 1988; Sagara et al., 1990). De plus, 
l'exon 1 contient un codon stop en phase, ce qui rend ce transcrit incapable d'être traduit en 
une protéine fonctionnelle. Le transcrit majeur compte pour 90% de l'ARN messager total 
et commence à l'exon 2 (Okamura et al., 1987) alors que le transcrit mineur commence au 
premier exon, éliminant l'exon 2 par épissage alternatif (Kagimoto et al., 1988). L'analyse 
Northem de l'ARN de cortex surrénalien en utilisant le cDNA de l'adrénodoxine révèle la 
présence de trois ARN messagers distincts de 1,75, 1,4 et 0,95 kb (Okamura et al., 1987), 
lesquels sont issus de sites de polyadénylation multiples en 3'. Aucune fonction particulière 
n'a encore été attribuée à ces différents ARN m. 
Bien que des cristaux d'adrénodoxine furent obtenus en 1972, sa structure 
tridimentionnelle est toujours inconnue (Suhara et al., 1972). Il existe cependant des 
analyses de structures cristallographiques pour des ferredoxines d'autres espèces, tel que 
Spirulina platensis (fsukihara et al., 1981) et Anabaena (Rypniewski et al., 1991), mais 
ces structures ne peuvent être utilisées pour des études de modélisation moléculaire dû à 
leur faible pourcentage d'homologie (<20%) avec l'adrénodoxine. 
Cependant, une équipe a récemment réussi à cristalliser l'adrénodoxine et à obtenir 
un patron de diffraction, bien que celui-ci ne diffracte pas à plus de 4 Â de résolution (Marg 
etal., 1992). 
7 • L' ADRÉNODOXINE RÉDUCTASE 
L'adrénodoxine réductase est une flavoprotéine qm contient un FAD (Flavin-
Adénine Dinucléotide) par molécule (Lambeth et al., 1982). Elle est synthétisée dans le 
cytoplasme sous forme de précurseur de~ 54 kDa, puis transportée vers la mitochondrie où 
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elle subit une sc1ss1on de son peptide signal (32 acides aminés) avant de s'associer 
faiblement à la membrane interne. 
L'enzyme est spécifique pour le NADPH (Lambeth et Kamin, 1976), acceptant 2 
électrons de ce dernier avant de les transférer, un à la fois, à l'adrénodoxine, qui, à son 
tour, les transfert aux cytochromes P450s mitochondriaux (Lamberth et al., 1979). 
L'adrénodoxine réductase est impliquée dans différents processus importants tels 
que la biosynthèse des hormones stéroïdiennes (Lambeth et al., 1982; Hanukoglu et 
Hanukoglu, 1986; Jefcoate et al., 1986), la biosynthèse des acides biliaires dans le foie 
(Wikvall, 1984; Waki et al., 1986) et de la vitamine D dans le rein (Hiwatashi et al., 1982). 
Des analyses Southern ont réYélé qu'un seul gène code pour l'adrénodoxine 
réductase, lequel est localisé sur le chromosome 17 q24-q25 chez l'humain (Sparkes et al., 
1991). Le gène d'environ 12 kb présente 12 exons et 11 introns (Lin et al., 1990). 
L'analyse de cDNAs d'adrénodoxine réductase a révélé, pour certains clones, 
l'addition de 18 nucléotides au début du 7e exon. Cette séquence est riche en pyrimidines et 
se termine par CAO, ce qui caractérise bien les sites 3' donneurs des introns eucaryotiques 
(Solish et al., 1988). Ainsi, il a été proposé que la présence ou l'absence de ces 18 
nucléotides dépend de l'utilisation alternative de sites 3' donneurs lors de l'épissage de 
!'ARN. 
Des expériences de protection à la RNase ont également permis d'identifier 
plusieurs sites d'initiation de la transcription, tous situés en amont de la séquence 
GGGCGGG. Aucun de ces sites n'est près des séquences TATA ou CAAT, ce qui est 
l'exception parmi les gènes codant pour les enzymes stéroïdiens. Ces observations 
correspondraient plutôt au type d'initiation retrouvée chez les gènes constitutifs (Patel et al., 
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1986) et seraient reliées au fait que l'adrénodoxinc réductase répond faiblement à une 
stimulation par l'ACTH (Solish et al., 1988). 
Des cristaux d'adrénodoxine réductase ont été obtenus pour la première fois en 
1975 (Sugiyama et Yamano, 1975), mais ce n'est que IO ans plus tard que la même équipe 
rapportait la diffraction d'un cristal. Cependant, ce n'est que très récemment que des 
cristaux valables ont été obtenus, pem1ettant d'obtenir des patrons de diffraction de plus de 
3 Â de résolution (Kuban et al., 1993). 
8. LA CHAÎNE DE TRANSFERT DES ÉLECTRONS : ASSOCIATION 
PROTÉINES-PROTÉINES ET TRANSFERT DES ÉLECTRONS 
La majorité des données accumulées en ce qui concerne les interactions protéines-
protéines ont été faites à partir de protéines isolées des mitochondries du cortex surrénalien 
et ne font pas intervenir les facteurs environnementaux tels que les lipides membranaires. 
Au niveau des microsomes, la chaîne de transfert des électrons se compose d'une 
NADPH-cytochrome P450 réductase qui transfère ses équivalents réducteurs soit au 
P45017a, au P450C21 ou au P450 aromatase (Hiwatashi et Ichikawa, 1979). Au niveau 
des mitochondries, cette chaîne est composée d'une flavoprotéine, la NADPH-
adrénodoxine réductase, laquelle transfère ses électrons à une protéine [2Fe-2S], 
l'adrénodoxine, qui finalement transfère ses électrons soit au cytochrome P450scc, 
P45011B ou P450C18 (Fig. 3) (Lambeth el al., 1979). 
Les sections suivantes se limiteront à la description de cette dernière chaîne de 
transfert des électrons puisque les interactions entre l'adrénodoxine et le cytochrome 
P450scc font plus précisément l'objet de cette thèse. 
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Figure 3 Modèle de l'organisation membranaire des protéines de la chaîne 
des électrons au niveau de na m.itoch.ondrrie. système 
est situé au niveau de membrane interne. La région mernbranaire 
des P450s mitochondriaux pas connue et on ici selon 
une ·~·,~-··~ aux P450s microsomiques St-OH; (Hmmkog[u, 
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8. l Interactions NADPH-adrénodoxine réductase 
L'adrénodoxine réductase présente une forte spécificité pour le NADPH comparé au 
NADH, avec des valeurs de Km de 2µM et de 6mM respectivement lors de la réduction du 
cytochrome c (Chu et Kimura, 1973). 
L'analyse de la séquence d'acides aminés de l'adrénodoxine réductase révèle la 
présence de deux domaines conservés parmis les oxydo-réductases, soit le domaine liant le 
NADPH et le domaine liant le FAD. 
Ce dernier présente une structure B a B laquelle se retrouve également chez les 
protéines liant le FAD (Hanukoglu et Gutfïnger, 1989). Cette structure formerait une 
crevasse qui accomode le coenzyme. De plus, la séquence consensus Gly-Xaa-Gly-Xaa-
Xaa-Gly, que l'on retrouve à la jonction du premier feuillet B et de l'hélice a, a également 
été identifiée au niveau du deuxième exon de l'adrénodoxine réductase (Lin et al., 1990). 
L'adrénodoxine réductase présente également un site de liaison au NADPH, lequel est situé 
au niveau du sixième exon (Lin et al., 1990). Ce site de liaison forme également une 
structure 13 a B mais avec une séquence consensus qui diffère, soit Gly-Xaa-Gly-(Xaa)z-
Ala-(Xaa)3-Ala-(Xaa)6-(Gly ou Pro) (Scrutton et al., 1990). 
La titration anaérobique de l'adrénodoxine réductase avec le NADPH démontre la 
formation d'un complexe stable de 1 NAD PH: 1 adrénodoxine réductase. Cette association 
permet le transfert de 2 protons et 2 électrons, entraînant la réduction du FAD en position 
N(l) et N(5) (Lambeth et Kamin, 1976). 
L'adrénodoxine réductase ainsi réduite peut alors transférer ses équivalents 
réducteurs à l'adrénodoxine. 
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8. 2 Interactions adrénodoxine réductase - adrédonoxine 
L'adrénodoxine forme un complexe 1: l avec l'adrénodoxine réductase (Chu et 
Kimura, 1973) et le site d'association de l'adrénodoxine sur la réductase est différent de 
celui de la liaison au NADPH (Lambeth et Kamin, 1979). De plus, la formation de ce 
complexe dépend de la force ionique, de telle sorte qu'une augmentation de la concentration 
en sels en favorise la dissociation (Chu et Kimura, 1973; Hanukoglu et al., 1981) ce qui 
suggère la contribution d'interactions électrostatiques. 
L'alignement de la séquence d'acides aminés de l'adrénodoxine de différentes 
espèces animales nous révèle la présence de 2 régions très acides d'au moins 6 résidus 
acides, non interrompus de résidus basiques (fig. 4). Des études de modification chimique 
et de mutagenèsc dirigée ont de plus démontré que ces résidus acides sont importants pour 
la liaison entre l'adrénodoxine-réductase et le cytochrome P450scc (Lambeth et al., 1984; 
Coghlan et Vickery, 1991). 
Le transfert d'électron de l'adrénodoxine réductase vers l'adrénodoxine est modulé 
par le pH. Ainsi, le potentiel d'oxydo-réduction de l'adrénodoxine nous indique qu'au-
dessus de pH 6,8, la réduction de l'adrénodoxine avec un électron entraîne du même coup 
un transfert de proton. En effet, il a été observé qu'un résidu ayant un pKa de 6,8 devient 
protoné à pH < 6,8, de telle sorte qu'après réduction, aucun transfert de proton n'est 
possible. Ce résidu serait situé près du groupement 2Fe-2S et la capture d'un proton par 
celui-ci serait accompagnée par un changement du potentiel d'oxydo-réduction de 
l'adrénodoxine. Ainsi, le profil de pH pour la constante de vitesse du transfert d'électron 
entre l'adrénodoxine réductase et l'adrénodoxine est influencé par la déprotonation ou la 
protonation d'un groupement présentant un pKa de 6,75 (Lambeth et Kamin, 1979). 
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8. 3 Interactions adrénodoxine-cytochrome P450scc 
À de faibles concentrations en sels, l'adrénodoxine fonne un complexe 1: 1 avec le 
cytochrome P450scc et la constante d'affinité de ce complexe diminue de façon significative 
avec une augmentation de la force ionique, suggérant également la contribution 
d'interactions électrostatiques (Lambeth et al., 1982). 
Suite à la liaison entre l'adrénodoxine et le cytochrome P450scc, la conformation de 
ce dernier se modifie, augmentant ainsi son affinité pour le cholestérol (Tsubaki et al., 
1986). Cette association peut être suivie spectrophotométriquement par un déplacement de 
la bande de Soret qui passe de 418 nm (low spin) à 392 nm (high spin) (Lambeth et al., 
1982). 
Des études antérieures ont démontré qu'il existe un synergisme entre la liaison du 
cholestérol et de l'adrénodoxine réduite au P450scc (Hanukoglu et al., 1981). Le P450scc 
procède comme les autres systèmes de mono-oxygénation, en captant un proton par cycle 
de mono-oxygénation, c.-à-d. 3H+ pour chaque prégnénolone fonnée (Shikita et Hall, 
1974). Il a été démontré qu'une augmentation de la concentration des protons, provoquée 
par une diminution de pH, active la liaison du cholestérol et également de l'adrénodoxine 
(en présence de cholestérol) au P450scc (Jefcoate, 1982). Cette sensibilité au pH pour la 
liaison du cholestérol et de l'adrénodoxine serait due au fait que la présence de cholestérol 
au site de liaison du P450scc facilite la protonation d'un résidu (pK 6,5 à pK 7,9), lequel 
stabilise une conformation où l'enlèvement du ligand au hème (cystéine ou H10) facilite la 
liaison de l'adrénodoxine au P450scc (Jefcoate, 1982). 
Des expériences de titration de l'adrénodoxine se liant au cytochrome P450scc 
reconstitué dans des vésicules lipidiques ont révélé que les sites de liaison à l'adrénodoxine 
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Figure 4 Comparaison des séquences d'acides aminés de différentes 
f erredoxines. Les cystéines impliquées dans la liaison avec le groupement 
«2Fe-2S» sont encadrées. Les régions présentant une forte proJX>rtion de 
résidus acides sont soulignées (Coghlan et Vickery, 1991). 
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parallèle avec la mitochondrie, où le P4.50scc présenterait, du côté matriciel, son site de 
liaison à l'adrénodoxine (Lambeth et al., 1982). Des études de mutagenèse dirigée sur le 
P4.50scc ont ciblé 2 résidus lysines (377 et 381) qui seraient impliqués dans la liaison à 
l'adrénodoxine (Wada et Waterman, 1992). Ces mêmes résidus avaient également été 
identifiés par modification au pyridoxal 5'-phosphate (Tsubaki et al., 1989). Une étude de 
modification chimique, à la fluoresceine isothiocyanate, sur le cytochrome P4.50scc a 
également permis de cibler la lysine 338 comme étant impliquée dans la liaison avec 
l'adrénodoxine (Tuls et al., 1989). Cependant, aucune étude de mutagenèse dirigée n'a 
jusqu'à présent confirmé l'implication de ce résidu. Suite à tous ces travaux, il devient donc 
de plus en plus évident que le site de liaison de l'adrénodoxine sur le P450scc implique des 
résidus chargés négativement pour l'adrénodoxine et chargés positivement pour le 
cytochrome P450scc. 
9. MÉCANISMES DE TRANSFERT DES ÉLECTRONS PAR L'ADRÉNO-
DOXINE 
Deux mécanismes différents ont été proposés en ce qui concerne le transfert des 
électrons par l'adrénodoxine, de l'adrénodoxine réductase vers le cytochrome P450scc, soit 
le modèle de la navette et le modèle du complexe ternaire. La détermination du modèle qui 
prévaut lors de ce transfert fait toujours l'objet de chaudes discussions et les partisans de 
chacun de ces modèles s'acharnent toujours à rapporter des preuves jouant en leur faveur. 
9. 1 Le modèle de la navette 
Dans ce modèle, l'adrénodoxine agit telle une navette, en s'associant tout d'abord 
avec l'adrénodoxine réductase pour ensuite s'en dissocier après avoir accepté un électron et 
enfin s'associe avec le cytochrome P450scc pour lui transférer ses équivalents réducteurs. 
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Plusieurs travaux semblent favoriser ce modèle. Par exemple, une diminution 
d'affinité entre l'adrénodoxine réductase et l'adrénodoxine est observée lorsque cette 
dernière est réduite, ce qui favorise la dissociation du complexe avant la réassociation avec 
le cytochrome P450scc (Lambeth et al., 1979). De plus, des études de modification 
chimique de l'adrénodoxine au EDC (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide) ont 
démontré que la modification simultanée des résidus Asp72, Glu73, Glu74, Asp76, Asp79 
et Asp86 diminue de beaucoup la liaison de cette protéine avec l'adrénodoxine résuctase et 
le cytochrome P450scc. Ces observations confirment la participation d'interactions 
électrostatiques et suggèrent l'implication des mêmes acides aminés à la fois dans la liaison 
à l'adrénodoxine réductase et au P450scc (Oeren et Millet, 1991). 
De plus, Miura et collaborateurs (1991) ont démontré par les études de modification 
de l'adrénodoxine au diéthyl pyrocarbonate (DEP) que la modification du résidu His-56 
entraîne une diminution d'affinité à la fois envers l'adrénodoxine réductase et le cytochrome 
P450scc. Par ailleurs, ces observations sont étoffées par des analyses de lH RMN, qui 
révèlent un changement, de signal dO au résidu His-56, à la suite de la réduction du 
groupement 2Fe-2S. À partir de ces résultats (Miura et Ichikawa, 1991), les auteurs ont 
proposé que le changement de conformation du groupement 2Fe-2S, à la suite de sa 
réduction, est transmis au site de liaison par l'intermédiaire de la chaîne latérale de 
l'histidine-56. Le changement de conformation qui en résulte semble réguler l'affinité de 
l'adrénodoxine pour ses partenaires (c.-à-d ADX réductase et cytochrome P450scc). À la 
suite de ces travaux, Miura et collaborateurs (1991) ont proposé un modèle de transfert des 
électrons par l'adrénodoxine, telle une navette. Premièrement, l'adrénodoxine oxydée 
s'associe avec l'adrénodoxine réductase réduite. La réduction de l'adrénodoxine se traduit 
ensuite par un changement de conformation du groupement 2Fe-2S, qui se transmet au site 
de liaison de l'adrénodoxine via le résidu His-56. Le changement conformationnel au site 
de liaison entraîne une diminution d'affinité pour l'adrénodoxine réductase. 
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Enfin, l'adrénodoxine réduite s'associe au cytochrome P4.50scc et le transfert 
d'électrons s'effectue. De plus, l'implication du résidu His-56 dans le changement de 
conformation du site de liaison est consolidée par l'analyse de spectres lH RMN, qui situe 
cet acide aminé près du résidu Ser-88 (Miura et Ichikawa, 1991). Donc, la chaîne latérale de 
His-56 se retrouve à proximité du site de liaison de l'adrénodoxine, lequel est situé entre les 
résidus Glu74 et Asp86. 
Ainsi, ces analyses cinétiques effectuées en parallèle avec des analyses RMN 
consolident la théorie du modèle de la navette. 
Enfin, des études de mutagenèse dirigée sur l 'adrénodoxine ont permis de cibler 
plus spécifiquement les résidus Asp76 et Asp79 comme étant impliqués à la fois dans la 
liaison avec l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc (Coghlan et Vickery, 
1991). 
9 . 2 Le modèle du complexe ternaire 
Dans ce modèle, l'adrénodoxine s'associe à la fois à l'adrénodoxine réductase et au 
cytochrome P4.50scc ce qui implique le besoin de sites de liaison différents pour chacune de 
ces protéines. Différents résultats appuient ce modèle tel que l'isolation d'un complexe de 
réticulation 1: 1: 1 de adrénodoxine-réductase:adrénodoxine:P4.50scc (Kido et Kimura, 
1979). 
Le fait qu'un complexe de réticulation chimique entre l'adrénodoxine réductase et 
l'adrénodoxine puisse transférer les électrons au P4.50scc appuie également ce modèle 
(Hara et Kimura, 1989; Usanov et al., 1985). Cependant, des études plus approfondies de 
ce complexe ont démontré que la faible vitesse à laquelle les électrons sont transférés au 
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P450scc peut être augmentée de 60 fois par l'addition d'adrénodoxine libre (Hara et 
Kimura, 1989). 
Hara et Miyata ont identifié le site de liaison de l'adrénodoxine à l'adrénodoxine 
réductase lors d'études de réticulation chimique (Hara et Miyata, 1991). Cependant, sur 
l'adrénodoxine réductase, ce site coïncide avec le site de liaison au FAO du côté N terminal 
et serait en contradiction avec le site de liaison déterminé par l'équipe de Ichikawa 
(Hamamoto et al., 1988), lequel se retrouve plutôt au centre de la séquence d'acides 
aminés. 
10. INTÉR:tT DES TRA V AUX PRÉSENTÉS DANS CETTE THÈSE 
Jusqu'à présent, aucune structure cristallographique obtenue par diffraction des 
rayons X n'a été rapportée pour les cytochromes P450s de mammifères. La difficulté 
principale réside dans le fait que ces cytochromes sont tous intégrés dans les membranes 
lipidiques, soit des mitochondries ou des microsomes, et qu'ils nécessitent donc un 
environnement hydrophobe pour conserver leur conformation native. A l'opposé, les 
cytochromes P450 bactériens se retrouvent sous forme soluble dans le cytoplasme et leur 
cristallisation ne nécessite donc pas d'environnement hydrophobe particulier. On compte 
déjà quelques succès de cristallisation de P450 bactériens tel que le P450cam (Poulos et al., 
1987), le P450BM-3 (Ravichandran et al. 1993) et le P450terp (Hasemann et al. 1994). 
L'adrenodoxine, une petite protéine soluble dans la matrice mitochondriale, est 
relativement facile à cristalliser mais l'obtention de patrons de diffractions des rayons X 
satisfaisants est plutôt compliquée (Marg et al., 1992). C'est donc l'absence de données 
cristallographiques pour le cytochrome P450scc et l'adrénodoxine qui nous a amené à 
développer une stratégie alternative nous permettant de tirer des renseignements clefs en ce 
qui concerne les interactions entre ces deux protéines. La stratégie choisie est le 
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développement d'un système d'expression hétérologue de cDNA eucaryotes dans un 
organisme procaryote. En d'autres mots, nous avons choisi de surexprimer le P450scc et 
l 'adrénodoxine de surrénales bovines dans E.coli. 
Le but visé est de produire suffisamment de ces deux protéines pour entreprendre 
des études cristallographiques de même que des études cinétiques. De plus, le système 
choisi nous pem1et d'exprimer facilement des protéines mutantes ayant subit des 
modifications d'acides aminés spécifiques. 
Tel que discuté prédécemment, deux mécanismes différents ont été proposés en ce 
qui concerne le transfert d'électron par l'adrénodoxine, de l'adrénodoxine réductase vers le 
cytochrome P450scc. Le premier modèle stipule que l'adrénodoxine agit telle une navette, 
s'associant tout d'abord avec l'adrénodoxine réductase pour ensuite s'en dissocier après 
avoir accepté un électron et enfin s'associe avec le P450scc pour lui transférer ses 
équivalents réducteurs. Dans le deuxième modèle, les trois protéines forment un complexe 
ternaire qui leur permet de transférer les électrons tout en demeurant associées les unes aux 
autres. 
Chacun de ces modèles ralie des adeptes qui défendent chaudement leurs points de 
vue, de telle sorte que l'on a toujours pas tranché en faveur de l'un ou l'autre. 
L'utilisation d'un système d'expression procaryote qui nous permet de produire 
facilement des protéines mutantes nous aidera sOrement à cumuler de l'information-clef 
concernant le mode de transfert des électrons. 
En résumé, les objectifs fixés dans le cadre des présents travaux sont: 
• Développer un système d'expression hétérologue pour deux cDNA eucaryotes 
(i.e. l'adrenodoxine et le P450scc) dans Escherichia Coli; 
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• caractériser l'adrénodoxine et le P450scc recombinant en comparant leurs 
activités enzymatiques à celles des protéines natives bovines; 
• utiliser la mutagenèse dirigée pour modifier certains acides aminés clefs sur 
l'adrénodoxine et analyser l'effet de ces substitutions sur l'activité enzymatique 
des protéines mutantes; 
• purifier complètement les protéines recombinantes dans le but de les cristalliser 
et d'effectuer des cinétiques enzymatiques; 
• déterminer lequel des deux modèles prévaux (i.e. navette ou complexe ternaire) 
en ce qui concerne le transfert d'électrons de l'adrénodoxine réductase vers 
l'adrénodoxine et enfin vers le cytochrome P450scc. 
Enfin, des travaux publiés antérieurement concernant des modifications chimiques 
effectuées sur l'adrénodoxine de surrénale bovine et le cytochrome P450scc nous serviront 
comme point de départ pour le choix des acides aminés à modifier. En parallèle des 
alignements de séquences protéiques nous dirigeront également dans ces choix. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1 . CONSTRUCTION DES VECTEURS D'EXPRESSION 
1.1 Construction de pKADX (adrénodoxine bovine) 
Un fragment de 1000 paires de base contenant la séquence codante complète de 
l'adrénodoxine de surrénale de boeuf est obtenu par digestion BamHl du plasmide 
pcDADX (gracieuseté du Dr MR Watennan, Dallas) (Fig. 5). 
Parallèlement, le vecteur M13mp9 est linéarisé avec BamHl et traité à la 
phosphatase alcaline pour empêcher la recircularisation du vecteur sur lui-même. Le 
fragment de 1000 paires de base est ensuite ligué dans le vecteur M13mp9, lequel est utilisé 
pour transfonner des cellules compétentes de E. coli TG 1. 
Les recombinants (M13ADX) fonnant des plages de lyse blanches sont 
sélectionnés, amplifiés et l'ADN de la fonne réplicative (RF) est isolé selon le protocole de 
lyse alcaline (Maniatis et al., 1987). Les transfonnants ayant intégrés le cDNA dans 
l'orientation recherchée sont sélectionnés par digestion enzymatique et leur ADN simple 
brin est isolé. La mutagenèse dirigée est ensuite effectuée en utilisant la méthode de 
Eckstein (Taylor et al., 1985a; Taylor et al., 1985b; Nakayama et Eckstein, 1986) 
commercialisée par la compagnie Amersham sous forme de trousse de mutagenèse dirigée 
par oligonucléotides. 
Un oligonucléotide mutant (49pb), contenant le site de restriction EcoRI suivi du 
codon d'initiation A TG (Fig. 5), est hybridé à la matrice simple brin des transfonnants 
sélectionnés. Les mutants obtenus sont ensuite séquencés en entier en utilisant la méthode 
des didéoxynucléotides (Sanger et al., 1977). 
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Figure 5 Construction du vecteur d'expression pKADX. Le vecteur p.KADX a été 
conçu de façon à pennettre l'expression de l'adrénodoxine de surrénale bovine. 
Abréviations: cDNA, cDNA de l'adrénodoxine bovine; AmpR, résistance à 
l'ampicilline; Ptac, promoteur hybride entre les promoteurs trp et lac; E et H, 
sites de restriciton pour les enzymes EcoRI et Hind III; E majuscule, nouveau 












Les RF des mutants possédant le site de restriction EcoRI et l'A TG à la position 338 
du cDNA (c.-à-d. site de scission protéolytique) sont digérés avec les enzymes de 
restriction EcoRI et Hind III. Cette dernière digestion nous permet de récupérer la portion 
du cDNA qui code pour la forme mature de l'adrénodoxine, laquelle est finalement insérée 
dans le vecteur d'expression pKK223-3. L'insertion du cDNA se fait selon une orientation 
qui permet au codon d'initiation de se retrouver le plus près possible du promoteur Tac. Le 
produit de cette ligation est ensuite utilisé pour transformer des cellules compétentes E. coli 
JM83 qui permettent une expression constitutive des protéines sous l'influence des 
promoteurs Tac ou Lac. 
1. 2 Construction de pKSCC (cytochrome P450scc bovin) 
La même stratégie a été smv1e pour cette construction, exception faite des 
modifications suivantes : Le fragment contenant le cDNA du cytochrome P450scc est isolé 
par digestion enzymatique du plasmide pcDSCC (gracieuseté du Dr MR Waterman) avec 
l'enzyme de restriction Pvull. (Fig. 6) Le fragment récupéré est ensuite inséré dans le 
vecteur Ml3mp9, lequel a été préalablement digéré par Smal et traité à la phosphatase 
alcaline. Un oligonucléotide mutant (Fig. 6, oligonucléotide A) contenant le site de 
restriction EcoRI suivi de l'ATG est également utilisé afin de ne récupérer que la portion du 
cDNA qui code pour le cytochrome P450scc mature. Une deuxième série de mutagenèse est 
ensuite effectuée dans le but de déstabiliser une forte structure secondaire au niveau du 
codon d'initiation (Fig. 6 oligonucléotide B). Enfin, les RF des mutants préalablement 
sélectionnés par séquençage d'ADN sont digérés par les enzymes de restrictions EcoRI et 
Pstl et le fragment récupéré est inséré dans le vecteur d'expression pKK223-3 en utilisant 
les mêmes sites de restriction. 
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Le produit de cette ligation est ensuite utilisé pour transfonner des cellules 
compétentes de E. coli JM 105 qui surexpriment le répresseur du gène Lac. L'utilisation de 
cette souche bactérienne nous pennettra de contrôler l'expression du cytochrome P4.50scc 
sur une période de temps voulue en ajoutant simplement de l'IPTG (Isopropyl B-D-
thiogalactoside) au milieu de culture, ce dernier étant un analogue du lactose. 
2. PURIFICATION DES PROTÉINES RECOMBINANTES 
2.1 Purification de l'adrénodoxine recombinante et de ses mutants 
2.1.1 Culture et lyse bactérienne 
Les cellules JM 83 transformées avec le vecteur pKADX sont incubées à 37 °C 
pendant 24 heures dans du milieu «super broth» (Sambrook et al., 1989) contenant de 50 
µg à 100 µg d'ampicilline par ml de culture. Certaines protéines mutantes d'adrénodoxine 
nécessitent cependant une température d'incubation de 3û°C afin de maintenir la 
conf onnation native de la protéine (voir Tableau III). Toutes les étapes de purification sont 
effectuées à 4 °C. 
Les cellules sont tout d'abord centrifugées à 6000 x g pendant 10 minutes puis le 
culot bactérien est resuspendu dans 1/10 volume de 10 mM tris-HCl (pH 7.6) contenant 
lmM EDTA et 15 % sucrose. Les cellules sont ensuite lysées en ajoutant 0.1 mg/ml final 
de lysozyme et 0,02 % final de triton X-100. L'adrénodoxine de couleur marron se 
retrouve dans la fraction soluble suite à une centrifugation à 12 000 x g pendant 15 minutes. 
2.1.2 Chromatographie échangeuse d'anions 
Le surnageant est dialysé contre le tampon A (20 mM potassium phosphate, pH 
7,6) pendant toute une nuit et le dyalisat est ensuite déposé sur une colonne DEAE 
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Figure 6 Construction du vecteur d'expression pKSCC. Le vecteur pKSCC a été 
conçu de façon à pennettre l'expression du cytochrome P450scc de surrénale 
bovine. 
Abréviations : cDNA. cDNA du cytochrome P450scc; AmpR. résistance à 
l'ampicilline; Ptac, promoteur hybride entre les promoteurs trp et lac; A, 
oligonucléotide pennettant de créer, par mutagenèse dirigée, un site de restriction 
EcoRl suivi d'un ATG; B, oligonucléotide pennettant de déstabiliser une structure 


















sépharose Fast Flow (Phannacia, Montréal) laquelle a été prééquilibrée avec le même 
tampon. 
Un lavage de la matrice est alors effectué en utilisant 2 volumes de tampon A 
contenant 150 mM KCI. L'adrénodoxine absorbée est enfin éluée en utilisant un gradient 
continu de KCl allant de 150 mM à 500 mM, toujours dans le tampon A. 
2.1.3 Chromatographie à interactions hydrophobes (FPLC) 
Les fractions contenant l'adrénodoxine sont regroupées et dialysées contre le 
tampon B (20 mM tris-HCI, pH 7.6) contenant 1,75 M de sulfate d'ammonium, puis 
déposées sur une colonne phényl-sépharose de 50 ml (Pharmacia, Montréal). 
L'adrénodoxine est par la suite éluée en utilisant un gradient décroissant de sulfate 
d'an1monium allant de 1,75 M à 0,75 M, toujours dilué dans le tampon B. 
2.1.4 Chromatographie de filtration sur gel (FPLC) 
Les fractions contenant l'adrénodoxine sont regroupées et dialysées contre le 
tampon C (50 mM potassium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7,6) puis déposées sur une 
colonne superose 12 de 50 ml (Pharmacia, Montréal), laquelle a été prééquilibrée avec le 
même tampon. 
L'indice de pureté de l'adrénodoxine recombinante est déterminé à chaque étape de 
la purification par le ratio A414IA280· La concentration de l'adrénodoxine est évaluée en 
utilisant le coefficient d'extinction molaire E414=l l (mM•cmt 1 (Huang et Kimura, 1973). 
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2. 2 Purification partielle du cytochrome P450scc recombinant 
Les cellules JM105 transfonnées avec le vecteur pKSCC sont incubées à 37 °C, 
avec agitation vigoureuse, jusqu'à l'obtention d'une densité optique de 0,7 à 0,8 à 550 nm. 
Une solution d'IPTG, 1 mM final, est alors ajoutée pour induire la synthèse du P450scc 
recombinant et la culture est agitée pendant une période supplémentaire de 12 heures. 
Les cellules sont ensuite centrifugées et le culot est resuspendu dans 1120 volume de 
tampon A (25 mM tris-acétate, pH 7,6, 10 mM acétate de magnésium, 100 mM potassium 
glutamate (monopotassium sait), 0.1 mM OTT et 10 % glycérol). Après centrifugation à 
6000 x g pendant 10 minutes, le culot bactérien est resuspendu dans le tampon A afin 
d'obtenir 2 ml de tampon A par gramme de culot. On ajoute alors à cette solution 0,3 mg/ml 
final de lysozyme et après une incubation d'une heure à 4 °C, 0,5 mM final de PMSF 
(fluorure de phénylméthyl sulfonyl) (un inhibiteur de protéases) est ajouté. 
Les sphéroplastes ainsi obtenus subissent ensuite une sonication à 20 KHz (Sonifier 
Cell Disruptor, model W18SD, Ultrasocics Ins. Plain View, NY), pendant 10 minutes, en 
laissant des intervalles de 2 minutes afin d'éviter le surchauffage de la solution. 
Après sonication, l'échantillon est centrifugé à 1 200 x g pour se débarasser des 
débris cellulaires, puis le surnageant est centrifugé pendant 30 minutes à 225 000 x g. 
Le culot membranaire, lequel contient le P450scc, est alors resuspendu dans le 
tampon A contenant 0,25 M sucrose et la concentration en protéines est ajustée entre 1 à 5 
mg de protéines/ml. On ajoute ensuite du CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl) 
diméthylammonio]-1-propane-sulfonate) (CMC de 6-10 mM), 7,5 mM final et on agite 
pendant 2 heures à 4 °C afin de solubiliser le P450scc. La concentration en protéines totales 
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est ajustée afin d'optimiser le rapport détergent/protéine, qui doit se situer autour de 10 pour 
obtenir une solubilisation satisfaisante. 
L'évaluation de la concentration en P450scc se fait par différence de spectre en 
assumant que le coefficient d'extinction molaire est de ôe450490 = 91 mM-1 • cm-1 
(Omura et Sato, 1964) pour le P450scc réduit et en présence de monoxyde de carbone. 
3. PURIFICATION DU CYTOCHROME P450SCC ET DE L' ADRÉNO-
DOXINE RÉDUCTASE DE SURRÉNALES BOVINES 
La purification du cytochrome P450scc et de l'adrénodoxine réductase se fait selon 
les méthodes de Katagiri et al., (1978) et Hiwatashi et al. (1976) respectivement. Toutes les 
étapes de la purific:<ttion sont effectuées à 4 °C. Un kg de cortex surrénalien de boeuf est 
homogénéisé dans une solution A (100 mM potassium phosphate, pH 7,5) contenant 0,25 
M sucrose. Après une première centrifugation à 700 g, 10 minutes, le surnageant est 
centrifugé à nouveau à une vitesse de 9 000 x g, 30 minutes. Le culot est alors 
homogénéisé dans la solution A contenant 0,25 M sucrosc et les étapes précédentes sont 
répétées une deuxième fois. Le culot est ensuite resuspendu dans la solution A et centrifugé 
à 13 000 x g, 20 minutes, le culot consiste alors en une fraction enrichie de mitochondries. 
Ces dernières sont resuspendues dans la solution A et une sonication est effectuée à 
20 KHz pendant 10 minutes, en laissant des intervalles pour éviter le surchauffage des 
échantillons. La concentration recommandée en protéines totales pour la sonication est de 
30 mg/I et des volumes de 50 ml total ne sont pas excédés. 
À la suite de la sonication, une ultracentrifugation à 80 000 x g est effectuée pendant 
une heure. Le culot, constitué de la fraction membranairc mitochondriale contient alors le 
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cytochrome P450scc alors que le surnageant d'une couleur jaunâtre contient l'adrénodoxine 
réductase. 
3. 1 Purification du cytochrome P450scc 
Le culot de membrane est resuspendu dans 167 ml de solution A contenant 100 µM 
EDTA, 100 µM OTT et 1 % final de sooium désoxycholate, puis on agite 1heureà4 °C, ce 
qui laisse suffisamment de temps pour la solubilisation du cytochrome. 
Une fractionnation au sulfate d'ammonium 32 % nous permet d'éliminer le 
cytochrome P45011B alors qu'une deuxième précipitation à 45 % nous permet de 
concentrer le P450scc. 
Après centrifugation à 20 000 x g pendant 10 minutes, le culot est resuspendu dans 
le tampon B (50 mM potassium phosphate, pH 7,4, 100 mM EDTA, 100 µM DTT et 0,01 
% sodium désoxycholate) et une dialyse de 2 heures est effectuée en changeant 
fréquemment le tampon. 
Après la dialyse, l'échantillon est déposé sur une colonne d'aniline sépharose 
(Pharrnacia, Montréal) laquelle a été prééquilibrée avec le tampon B. L'élution du 
cytochrome P450scc se fait avec 2 volumes de colonne de tampon B contenant 500 mM 
KCl et 0,3 % sodium désoxycholate. 
L'absence de cytochrome P45011B contaminant est vérifiée par immunodétection en 
utilisant des anticorps anti-P45011B. L'évaluation de la concentration en P450scc se fait par 
différence de spectre en utilisant le coefficient d'extinction molaire ~E450-490 = 91 (mM • 
cm)-1 (Omura et Sato, 1964). 
47 
3. 2 Purification de l'adrénodoxine réductase 
Le surnageant jaunâtre, obtenu à la section 3,0 est fractionné au sulfate 
d'ammonium 30 % et 60 %. Après centrifugation à 20 000 x g pendant 10 minutes, le culot 
est resuspendu dans 10 mM potassium phosphate, pH 7,5. L'échantillon est alors dialysé 
contre le même tampon pendant deux heures en effectuant de fréquents changements. 
Après dialyse, l'échantillon est déposé sur une colonne échangeuse d'anion 5 cm X 
40 cm (DEAE Sepharose, Pharmacia, Montréal) laquelle a été prééquilibrée avec le même 
tampon. L'élution de l'adrénodoxine réductase se fait par gradient ascendant de potassium 
phosphate de 10 mM à 100 mM, pH 7,4 et les fractions contenant l'enzyme d'intérêt sont à 
nouveau fractionnées à 35 % et 55 % de sulfate d'ammonium. 
Cette dernière fraction (55 % ) est conservée et une deuxième chromatographie sur 
colonne DEAE sépharose est effectuée dans les mêmes conditions que la précédente. Les 
fractions contenant l'adrénodoxine réductase se conservent plusieurs semaines à -80 °C 
dans un tampon de 50 mM potassium phosphate, pH 7,4. La concentration en 
adrénodoxine réductase a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction molaire de 
E4.SO = 10,9 (mM • cmtl (Chu et Kimura, 1973). 
4. CARACTÉRISATION DE L'ADRÉNODOXINE, DE SES MUTANTS ET 
DU P450SCC RECOMBINANT 
4.1 Spectre d'absorbance absolu de l'adrénodoxine 
Les spectres d'absorbance absolu de l'adrénodoxine ont été effectués en diluant les 
protéines purifiées dans un tampon de potassium phosphate 30 mM, pH 7,6. Les spectres 
ont été enregistrés à la température de la pièces en utilisant un spectrophotomètre Â.5 de 
Perkin Elmer. 
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4. 2 Différence de spectre du cytochrome P450scc 
La différence de spectre après addition de monoxyde de carbone est effectué dans 
30 mM potassium phosphate pH 7,5. Le P450scc est réduit avec le dithonure de sodium 
avant le traitement au monoxyde de carbone et les changements spectraux sont tracés à des 
intervalles de 2 minutes jusqu'à ce que le maximum d'absorbance à 450 nm soit atteint. Le 
contenu en P450scc des échantillons est par la suite calculé en utilisant le coefficient 
d'extinction molaire à 450 nm, soit ~E490 - 450 = 91 mM-1 cm-1 (Omura et Sato, 1964). 
4. 3 Électrophorèse sur gels de polyacrylamide 
Le gel concentrateur contient toujours 5 % (p/v) d'acrylamide alors que le gel 
séparateur en contient 10 % (P/V) pour le P450scc et 15 % (P/V) pour l'adrénodoxine. 
Dans tous les cas, une cüncentration finale de 0.1 % de sodium dodecyl sulfate (SDS) est 
utilisée. 
L'électrophorèse se fait sur l'appareil «Mini-Protein Il» de Bio-Rad (Mississauga, 
Ontario) selon la méthode de Laemmli ( 1970). La concentration en protéines de chacune des 
fractions est standardisée en utilisant le dosage à l'acide bicinchonique (BCA) des 
laboratoires Pierce (Rockford, Illinois) et les échantillons sont soumis à l'électrophorèse en 
parallèle avec des standards de protéines de poids moléculaire connu. Lorsque 
l'électrophorèse est terminée, les protéines sont soit colorées au bleu de Coomassie (R-250) 
ou transférées sur des membranes de nitrocellulose par électrotransfert. 
4. 4 Électrotransfert sur nitrocellulose 
Après la migration, le gel de polyacrylamide est déposé sur une membrane de 
nitrocellulose (0,22µ) (Bio-Rad, Mississauga}, puis des feuilles de papier absorbant sont 
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ajoutées de chaque côté et le montage est déposé dans un appareil à électrotransfert «mini 
trans-blot Module» (Bio-Rad, Mississauga, Ontario). 
Les protéines sont transférées par un courant électrique constant de 170 mAmp 
pendant 1 h à 4 °C, en utilisant un tampon contenant 20 mM tris•HCl, pH 7,5, 150 mM 
glycine et 20 % méthanol. Suite au transfert, les membranes peuvent être utilisées 
immédiatement pour l'immunodétection ou alors être conservées plusieurs semaines avant 
leur utilisation. 
4. 5 Immunodétection 
La détection de l'adrénodoxine et du cytochrome P450scc sur les membranes de 
nitrocellulose est possible en utilisant des anticorps spécifiques (IgG) (Oxygene, Dallas, 
Texas) dirigés contre ces protéines. 
Dans un premier temps, le blocage des sites non spécifiques se fait en incubant la 
membrane pendant 45 minutes dans le tampon TBS-T (20 mM tris•HCl, pH 7,5, 500 mM 
NaCl et 0,5 % tween 20) contenant 5 % BSA. Après le lavage de la membrane au TBS-T, 
les anticorps sont ajoutés ( 10 ug/5 ml) dans le même tampon qui contient cette fois 1 % de 
BSA. Après incubation 2 heures à la température de la pièce et lavage avec le tampon TBS-
T, les complexes protéines-IgG sont visualisés par l'ajout de [125J]-protéines A (8µCi/ug; 
Dupont-NEN, Montréal) au tampon TBS-T contenant 1 % BSA. La concentration finale de 
protéine A est de 80 ng ou 2 X 106 dpm/ml. Après une incubation d'une heure et lavage des 
membranes au TBS-T, ces dernières sont autoradiographiées toute la nuit sur film Kodak-
X-Omat RP en utilisant des écrans intensificateurs Cronex (Dupont, Montréal). 
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4. 6 Dosage des protéines 
4.6.1 Méthode BCA 
La quantification des protéines a été effectuée en utilisant l'acide bicinchonique 
(BCA) (Pierce, Rockford, Illinois) comme réactif de détection des protéines (Smith et al., 
1985). Dans tous les cas, l'albumine bovine sérique (BSA) a été utilisée comme étalon. 
4.6.2 Méthode BCA modifiée 
Afin d'éliminer les interférences lors du dosage des protéines au BCA, Brown et al. 
(1989) ont développé une version améliorée de cette technique. La méthode consiste à 
effectuer une précipitation des protéines au TCA 72 % (P/V) en présence de 0,15 % (P/V) 
de désoxycholate de sodium. Après centrifugation, le culot protéique est resuspendu dans 
une solution contenant 0,1 % NaOH et 5 % SOS puis le protocole habituel au BCA est 
suivi. Ce protocole préliminaire éliminera les interférences provoquées par les espèces 
solubles. 
4. 7 Séquençage d'acides aminés de l'adrénodoxine recombinante 
La séquence d'acides aminés en NHi-terminal a été déterminée par le Dr C. Lazure 
(Institut de recherches cliniques de Montréal) à l'aide d'un séquenceur en phase gazeuse de 
la compagnie Applied-Biosystem (modèle 470 A) et selon les instructions du manufacturier. 
4. 8 Dichroïsme circulaire (CD) de l'adrénodoxine recombinante et de ses 
mutants 
Les spectres CD ultra-violets ont été effectués à la température de la pièce en 
utilisant un spectropolarimètre JASCO-J-710. Selon les échantillons analysés, des cuvettes 
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de 0,5 mm et 1 mm ont été utilisées. Dix spectres sont pris pour chacun des échantillons et 
les données sont collectées à des intervalles de 0,5 mm puis affinées. La concentration des 
protéines analysées est de 20 µM, diluée dans 33 mM potassium phosphate, pH 7,5. 
4. 9 Cristallisation de l'adrénodoxine recombinante 
Des cristaux d'adrénodoxine recombinant de type sauvage ont été obtenus en 
additionnant, goutte à goutte, une solution de 3,8 M ammonium sulfate à une solution de 
protéine (1 % dans 1,7 M ammonium sulfate, 10 mM potassium phosphate, pH 7,4) 
jusqu'à ce qu'apparaisse une faible turbidité. Les cristaux se forment en moins d'une 
semaine à 4 °C. 
5. DOSAGE DES ACTIVITÉS ENZYMATIQUES DE L'ADRÉNODOXINE 
ET DU CYTOCHROME P450SCC 
Les essais de réduction du cytochrome c et de scission de la chaîne latérale du 
cholestérol ont été faits selon Palin et al., (1992) avec les quelques modifications suivantes. 
5. 1 Réduction du cytochrome c 
Les essais enzymatiques de réduction du cytochrome c se font à la température de la 
pièce dans un tampon de potassium phosphate 33 mM • pH 7.5 lequel contient 0,3 % tween 
20. Chaque réaction (1 ml total) contient 0,1 µM d'adrénodoxine réductase, 20 µM de 
cytochrome c (horse heart cytochrome c, type III, Sigma, St-Louis, Montana) de même que 
des concentrations variables d'adrénodoxine recombinante. Un système de régénération du 
NADPH est également ajouté, lequel est composé de 12 µM B-NADp+ et 0,1 unité de 
glucose 6 phosphate déshydrogénase. La réaction de réduction du cytochrome c est 
déclanchée par l'ajout de 0,5 mM de glucose 6 phosphate. 
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L'activité de transfert des électrons vers le cytochrome c est linéaire sur une période 
de deux minutes et est suivie par une augmentation de la densité optique à 550 mm puis 
calculée en utilisant un coefficient d'extinction molaire de E550 = 20 (mM • cm)-1 pour le 
cytochrome c (Omura et al., 1966). 
5. 2 Activité de scission de la chaîne latérale du cholestérol. 
Les essais de scission de la chaîne latérale du cholestérol sont effectués dans un 
volume de 600 µ1 selon la méthode de Monnier et al. (1987). Chaque réaction contient 0,33 
µM d'adrénodoxine réductase, des quantités variables d'adrénoooxine recombinante de 
boeuf, 23 nM de P450scc et du [3H] cholestérol (0,4 mM, 0,2 µCi). Les volumes sont 
complétés en ajoutant 33 mM potassium phosphate, pH 7,6, contenant 0,3 % de tween 20. 
Le cholestérol froid se dissolvant difficilement dans les solutions aqueuses, on le 
dissout d'abord dans un volume minimal d'éthanol 95 %. Le pourcentage final d'éthanol ne 
doit pas excéder 1 %. 
La réaction de scission de la chaîne latérale est initiée par l'ajout de 0,4 mM final de 
NADPH. Après une incubation de 2 minutes, à 37 °C, la réaction est arrêtée par l'addition 
de 0,8 ml de méthanol. 
Une extraction des stéroïdes est effectuée en ajoutant 10 ml de chlorure de 
méthylène et la quantification de la prégnénolone formée se fait par RIA (Radio Immuno 
Assay) en utilisant une trousse de détection commercialisée par ICN Biochemicals lnc. 
(Costa Mesa, Californie). Le RIA s'effectue selon les instructions du manufacturier. Toutes 
les cinétiques de scission de la chaîne latérale du cholestérol ont démontré une production 
de [3H] prégnénolone linéaire sur une périooe de quatre minutes. 
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5. 3 Titrations spectrales 
Les titrations spectrales ont été effectuées selon Coghlan et Vickery (1991) en 
utilisant 0,6 µM de P450scc, 70 µM de cholestérol el des concentrations variables 
d'adrénodoxine recombinante. Les volumes réactionnels sont complétés à 1 ml avec un 
tampon potassium phosphate 33 mM, pH 7,4 contenant 0,3 % tween 20. Les spectres sont 
lus sur un spectrophotomètre Hitachi, V2000 (Ingram & Bell, Lachine, Montréal) sur une 
étendue allant de 350 nm à 450 nm. Dans tous les cas, les volumes d'adrénodoxine ajoutés 
représentent moins de 4 % du volume réactionnel et les dilutions sont prises en 
considération pour les calculs de différence de spectre. 
Le calcul de la quantité d'adrénodoxine libre est fait selon la formule suivante : 
[Adrenodoxinctibre1 = [AdrénodoxinCtotalel - (M/MMAX) • [P450scc] 
où MMAX correspond à la réponse induite par des concentrations saturante 
d'adrénodoxine (Hanukoglu et Jefcoate, 1980). 
6. MUTAGENÈSE DIRIGÉE 
6. 1 Conception des oligonucléotides mutants 
Les oligonucléotides synthétiques ont été conçus de façon à obtenir 20 nucléotides 
complémentaires de chaque côté du site de mutation lors d'insertion du site de restriction et 
de l'ATG (Fig. 4 et Fig. 5), alors que des bras de 10 nucléotides au moins de chaque côté 
de la mutation ont été utilisés lors de mutations ponctuelles. Les séquences des 
oligonucléotides utilisés pour la génération des mutants d'adrénodoxine et de leurs acides 
aminés correspondant sont décrits dans le tableau 1. 
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TABLEAU! 
Séquences des oligonucléotides utilisés pour la génération de 
mutations ponctuelles sur l'adrénodoxine de surrénales bovines. 
Les astérisques (*) indiquent les bases mal appariées. Les chiffres figurant au 
dessus des séquences originales indiquent la position de la base selon le codon d'initiation 





















550 560 570 
5 ' -GCAATCAC TGATGAGGAG AATGACATGC 








5' -ATCAC TGATGAGGCG AATGACATGC TT-3' 
* 





5' -AATGACATGC TTGCTCTGGC ATATGG-3' 
* 
5 '-AKrGACATGC TTAATCTGGC ATATGG-3' 
* 
460 470 480 490 
GAACCTTGGC 
CTTGGAACCG 
500 510 520 530 540 
5'-TAGATATTGA TGGT'ITTGGT GCATGTGAGG 





TTGTTCTACC TGTCACCTCA TCTTTGAACA GCACATATI'I' GAGAAATTGGAA-3' 
AACAAGATGG ACAGTGGAGT AGAAACTTGT CGTGTATAAA CTCTI'I'AACCTT- 5' 
-Phe- -Phe-
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5'-TGTCACCTCA TCGCTGAACA GCACATA-3' 
** 
5' -TGTCACCTCA TCCTTGAACA GCACATA-3' 
* 





6. 2 Purification des oligonucléotides 
Les oligonucléotides utilisés pour les mutagenèses d'insertion (c.-à-d. 49 pb) ont 
été purifiés sur gels dénaturant de polyacrylamide (18 %) urée (7M) avant de les 
phosphoryler. Les autres oligonucléotides ont été utilisés sans purification. Les échantillons 
dont la densité optique est de trois unités (2(i() nm) sont déposées dans les puits et soumis à 
une électrophorèse afin d'éliminer les contaminants et les oligonucléotides tronqués. Une 
fois l'électrophorèse terminée (- 30 min à 200 volts), la bande d'intérêt est repérée par 
l'ombrage qu'elle projette sur le papier et récupérée dans un tube eppendorf (1,5 ml). La 
bande est alors broyée et 400 µ1 de tampon tris-EDT A ( 10 mM: 1 mM, pH 8,0) est ajouté. 
L'élution des oligonucléotides se fait pendant toute la nuit à température de la pièce dans un 
agitateur rotatif. L'ADN est récupérée par précipitation avec 1120 volume de 5 M NaCI et 2 
volumes d'éthanol 100 %. Enfin, la concentration des oligonucléotides récupérés est 
déterminée par la densité optique à 2(i() nm. 
6. 3 Phosphorylation des oligonucléotides 
Puisque les oligonucléotides synthétiques présentent une extrémité 5'-0H, une 
phosphorylation de ces derniers est nécessaire avant d'entreprendre la mutagenèse dirigée. 
Du même coup, un marquage au 32p a été effectué, ce qui nous a permis de suivre le 
déroulement des étapes de la mutagenèse. 
La phosphorylation des oligonucléotides a été effectuée selon le protocole de 
Maniatis et al. (1987). 
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6.4 Préparation d'ADN simple brin 
Les plages de lyse du bactériophage M 13 sont prélevées avec un cure-dent stérile et 
ensemencées dans 3 ml de milieu DYT. Les tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 
environ 16 heures, puis centrifugés à basse vitesse pendant 5 minutes. Les culots bactériens 
contiennent alors la forme réplicativc (RF) du bactériophage, alors que l'on retrouve la 
forme infectieuse, simple brin, dans le surnageant Ce dernier sera conservé à 4°C et servira 
à infecter les cultures bactériennes. 
Le surnageant d'infection est ensuite utilisé pour infecter des bactéries 
(généralement des E. coli TGl ou XL-1 Blue) en phase exponentielle de croissance. Une 
optimisation de l'infection est obtenue en utilisant des rapports de 5 à 10 virus par bactérie. 
Les bactéries sont incubées à 37°C pendant 4 à 5 heures. Après une première étape de 
centrifugation, le surnageant est précipité à l'aide d'une solution de polyéthylèneglycol 
6000. Après une deuxième centrifugation, un culot de bactériophages est obtenu, lequel est 
alors resuspendu dans 100 µl de tampon TE (Tris lOmM:EDTA lmM), et l'ADN simple 
brin est ensuite extrait au phénol : chloroforme. L'ADN est enfin concentré par une 
précipitation à l'éthanol. 
6. 5 Modifications apportées au protocole de mutagenèse dirigée 
De façon générale, Je protocole suggéré par Je fabriquant de la trousse de 
mutagenèse dirigée (Amersham (RPN 1523)) a été suivi, exception faite des modifications 
suivantes. 
Une vérification de l'efficacité d'hybridation des oligonucléotides mutants à la 
matrice d'ADN simple brin est tout d'abord effectuée en faisant migrer le produit de cette 
hybridation sur gel d'agarose 1 %. Après l'électrophorèse, Je gel est soumis à une 
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autoradiographie qui nous permet de visualiser l'oligonucléotide radiœctif qui comigre avec 
l'ADN simple brin, signe d'une hybridation réussie. 
Le rapport molaire oligonucléotide: matrice d'ADN simple brin, a été ajusté à 10: 1 
et dans certains cas (c.-à-d. régions riches en OC) une période de polymérisation/ligation 
supplémentaire de 24 heures a été effectuée en ajoutant préalablement 6 unités de DNA 
polymérase (fragment de K.lenow), 6 unités de T4 DNA ligase et 4 µl d'une solution de 10 
mMATP. 
6. 6 Criblage et séquençage des mutants 
Pour chaque mutation recherchée, 10 plages de lyse sont sélectionnées et 
ensemencées afin d'en isoler leur ADN simple brin qui servira pour le séquençage. Le 
séquençage des mutants a été effectué selon la méthode des didéoxynucléotides (Sanger et 
al., 1977) en utilisant une seule piste sur quatre, laquelle correspond à l'une des bases (G, 
A, T ou C) visée par la mutagenèse. Les candidats positifs sont ensuite soumis à un 
séquençage complet (4 pistes) de l'ADN complémentaire afin de s'assurer de l'absence de 
mutation indésirable. 
Pour la majorité des séquençage d'ADN, la trousse de séquençage utilisant la 
séquenase, qui est commercialisée par United States Biochemicals Corporation (Cleveland, 
OH), a été utilisée. 
7 . SOUCHES BACTÉRIENNES UTILISÉES 
La liste des souches de E coti utilisées avec leurs génotypes et leurs utilisations 
principales figure au tableau II. 
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TABLEAU II 
Utilisations principales de différentes souches de E. coti ainsi que 
leur génotype respectifs. 
Souche de E coli Génotype Utilisation principales 
71:18 A(lac-pro AB), thi-1, supE, [F Préparation de SS ADN et RF 
proAB, lac N ZAM15] ADN 
JM83 ara, A(lac-proAB), rspL, 080 lac Expression constitutive de pro-
JM105 
TGl 
UM15 téines et préparation de plas-
mides 
thi-1, rpsL, endA, sbc BC, Expression induite à l'IPTG 
bsdR4, A(lac-proAB), [F'traD36, des protéines et préparation de 
proAB, lacN ZAM15] plasmides 
K12, A(lac-pro), SupE, thi, 
hsdD5/F'traD36, proA +s+, 
lacN, lacZAM15. 
Transformation après muta-
genèse dirigée. Préparation de 
SS ADN et RF ADN 
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8. ANALYSE DES DONNÉES STATISTIQUES 
8. 1 Représentations graphiques 
La représentation graphique des doubles réciproques a été utilisée pour analyser les 
cinétiques de l'adrénodoxine recombinante et de ses mutants. Les vitesses de réduction du 
cytochrome cet de scission de la chaîne latérale du cholestérol, de même que les analyses 
de titrations donnent des tracés de doubles réciproques linéaires qui permettent d'estimer la 
vitesse maximale (V max), la valeur de demi-saturation en substrat (Km) et la constante de 
dissociation (Ks). 
8. 2 Analyse statistique 
Afin d'évaluer la précision des paramètres cinétiques, la procédure REG 
(régression) disponible via le SAS/ST AT a été utilisée pour effectuer un ajustement par 
régression linéaire simple. Toutes les mesures de vitesses, pour une adrénodoxine ou un 
mutant donné, ont contribué avec un poids équivalent à la détermination des paramètres 
cinétiques. 
L'ajustement de la régression a été effectuée à partir de la moyenne de deux ou trois 
répétitions indépendantes pour chacun des points de la droite. 
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RÉSULTATS 
1 . CONSTRUCTION DES VECTEURS D'EXPRESSION 
1.1 Construction du vecteur d'expression pKADX 
La stratégie de clonage utilisée pour exprimer l'adrénodoxine de boeuf recombinante 
est résumée à la figure 5. 
Le plasmide pcDADX contient un cDNA qui représente les régions codantes de 
même que les région 5' et 3' non traduites de l'adrénodoxine bovine. Ce plasmide nous a 
été offert par le Dr M. R. Watennan, qui a publié la séquence complète en 1985 (Okamura 
et al., 1985). 
Le cDNA codant pour l'adrénodoxine de boeuf est tout d'abord sous-cloné dans le 
vecteur M13mp9 (M13ADX) afin de produire un ADN simple brin, lequel est nécessaire 
pour l'étape de la mutagenèse dirigée. 
Afin de n'exprimer que la protéine sous sa forme mature, c'est-à-dire sans son 
signal peptide, un site de restriction (EcoRI) directement suivi d'un codon d'initiation 
(ATG) est inséré, par mutagenèse dirigée, entre les nucléotides 337 et 338, site de la 
scission protéolitique. 
Une digestion enzymatique, en utilisant EcoRI et Hind III nous permet ensuite de 
récupérer la portion du cDNA qui code pour la protéine mature, laquelle est finalement 
insérée dans Je vecteur d'expression pKK223-3. Ce dernier contient un fort promoteur tac 
(trp-lac) (DeBoer etal., 1983) suivi d'un site de clonage multiple dérivé de pUC-8, lequel 
permet l'insertion du cDNA désiré. 
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En plus de la séquence du fort tem1inateur de transcription rmB (Brosius et al., 
1981) fournie par le vecteur d'expression pKK223-3, un codon de tem1inaison UAA est 
présent au niveau du cDNA de l'adrénodoxine. Ce système de double clefs empêche la 
surexpression de séquences issues du vecteur. Une réaction de séquence a été effectuée sur 
le vecteur pKADX (fig. 7, A) afin de vérifier l'insertion du site de restriction EcoRI et de 
l'ATG de même que l'intégrité du cDNA en entier avant de procéder à l'expression de 
l'adrénodoxine de boeuf recombinante dans E. coti. Le séquençage de l'adrénodoxine a 
confirmé l'insertion d'un nouveau site de restriction EcoRI, lequel est suivi d'un ATG. De 
plus, aucune mutation non désirable ne s'est produite lors de la réaction de mutagenèse 
dirigée (fig. 7, A). 
1. 2. Construction du vecteur d'expression pKSCC 
Une stratégie identique à celle suivie pour le vecteur pKADX a été utilisée à 
l'exception de certains enzymes de restriction (fig. 6). Le plasmide pcDSCC, gracieuseté du 
Dr Waterman (Morohashi et al, 1984), contient un cDNA qui représente également les 
régions codantes du cytochrome P450scc de même que des portions 5' et 3' non traduites. 
La première construction effectuée pour le P450scc (oligonucléotide A, fig. 6) ne 
représentant que de faibles taux d'expression dans E. coli, une deuxième série de 
mutagenèse dirigée a été entreprise (oligonucléotide B, fig. 6) de façon à éliminer une 
structure secondaire et à rendre plus accessible le codon d'initiation de la traduction (fig. 8). 
Le séquençage du vecteur pKSCC a été effectué afin de vérifier l'insertion du site de 
restriction EcoRI et de l'ATG, de même que la mutation introduite pour déstabiliser !'ARN 
messager (fig. 7, B). Le séquençage du cytochrome P450scc a confirmé l'insertion d'un 
nouveau site de restriction EcoRI, lequel est suivi d'un ATG. De plus, la 
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Figure 7 Séquençage des vecteurs d'expression pKADX et pKSCC obtenus 
par mutagenèse dirigée. 
A. Séquençage du vecteur pKADX permettant de vérifier l'insertion du site EcoRI 
suivi d'un ATG. 
B. Séquençage du vecteur pKSCC permettant de vérifier l'insertion du site EcoRI 
suivi d'un ATG. Les nucléotides soulignés représentent les mcxlifications 
apportées pour déstabiliser la structure secondaire au niveau de l'ARN messager 
(voir texte). 






















Figure 8 Déstabilisation d'une structure secondaire. de l'ARN messager 
emprisonnant le codon d'initiation de la traduction pour la 
construction de pKSCC. 
Une réaction de mutagenèse dirigée utilisant l'oligonucléotide B (fig. 6) a permis 
d'augmenter les rendements d'expression du P450scc de 0,3 mg/litre de E. coli à 
10 mg/litre de E. coli. 
Le codon d'initiation AUG est ici encadré de rouge. Les nucléotides modifiés par 
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mutation visant à déstabiliser la structure secondaire du mRNA (c.-à-d. CTC ->TAO) a 
également été véfiriée (fig. 7, B). 
2. EXPRESSION ET PURIFICATION DE L'ADRÉNODOXINE 
RECOMBINANTE 
Le vecteur d'expression pKADX a été utilisé pour transformer des souches de E. 
coti JM83. Celles-ci présentent un phénotype défectif du répresseur lac (D. !,ac pro) qui 
résulte en une expression constitutive des protéines qui sont sous l'influence du promoteur 
tac. 
Une culture de 24 heures est optimale et produit au moins 15 mg/l d'adrénodoxine 
recombinante purifiée. Une telle quantité de protéines nécessiterait au moins 40 surrénales 
de boeuf. L'adrénodoxine recombinante représente - 2,5 % des protéines solubles totales 
de E. coti. Le culot bactérien est de couleur marron pour les cellules transformées avec 
pKADX comparativement à un culot beige pour les cellules transformées avec le vecteur 
pKK223-3 seulement. 
La purification de l'adrénodoxine recombinante et des mutants est faite jusqu'à 
homogénéité en utilisant trois étapes de chromatographie sur des colonnes différentes. Des 
échantillons sont conservés à chacune d'elles et analysés sur gel dénaturant de 
polyacrylamide (fig. 9) . 
Tout d'abord, l'étape de chromatographie échangeuse d'anion (DEAE) tire avantage 
du faible point isoélectrique de l'adrénodoxine (pl - 4,0 à 5,0) pour éliminer un grand 
nombre de protéines solubles de E. coti. Par la suite, une chromatographie à interactions 
hydrophobes sur phényl-sépharose procure un enzyme pratiquement homogène. 
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Figure 9 Purification de l'adrénodoxine bovine recombinante exprimée dans 
E. coti JM83. 
A. Electrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide (15 %) démontrant les 
différentes étapes de la purification. Le gel a été coloré au bleu de coomassie. 
Puits Échantillons 
a Standards de poids moléculaire 
b Lysat bactérien de pKADX 
c Éluat de 500 mM KCl de la colonne DEAE-
Sépharose. 
d Éluat du gradient de sulfate d'ammonium 
sur colonne phényl-superose. 
e Éluat de la colonne de filtration sur gel. 
f Adrénodoxine native de surrénale bovine. 
B Western blot correspondant à l'échantillon du puits e. Des anticorps polyclonaux 







c d e f 
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Une étape de purification additionnelle de filtration sur gel a été ajoutée pour augmenter 
l'indice de pureté (A414IA230) et détem1iner Je poids moléculaire des protéines 
recombinantes. Le degré de pureté de l'adrénodoxine bovine recombinante correspondant 
aux différentes étapes chromatographiques est représenté à la figure 9. Ainsi, on peut 
observer que la chromatographie à interactions hydrophobes nous permet déjà d'obtenir une 
seule bande homogène sur gel dénaturant de polyacrylamide (fig. 9 d). À la suite de l'étape 
de filtration sur gel, une quantité plus élevée de protéines a été déposée sur gel de 
polyacrylamide 15 % afin de vérifier l'absence de protéines contaminantes (fig. 9, e) . 
Enfin, l'ajout d'adrénodoxine native de surrénales bovines (fig. 9, f) confirme le poids 
moléculaire de l 'adrénodoxine recombinante. 
Le taux de récupération de l'adrénodoxine recombinante s'élève à plus de 60 %. Les 
pertes se situent principalement à l'étape de la chromatographie sur DEAE. L'adrénodoxine 
recombinante présente un poids moléculaire de~ 14 kDa, à la fois sur gel dénaturant de 
polyacrylamide et sur chromatographie de filtration sur gel. De plus, les immunodétections 
des protéines transférées sur membrane de nitrocellulose, en utilisant des anticorps anti-
adrénodoxine, confirment l'identitée des protéines recombinantes (fig. 9, B). 
Le rapport d'absorbance (A414/A280) est de 0,86 pour l'adrénodoxine recombinante 
de type sauvage, ce qui reflète un bon degré de pureté (Suhara et al., 1972). 
L'adrénodoxine recombinante peut se conserver plus d'un an dans un tampon phosphate 
pH 7,5 à -80 °C sans subir de pertes d'activités significatives. 
Le spectre d'absorbance absolue de l'adrénodoxine purifiée, sous sa forme oxydée, 
présente des maxima d'absorbance à 322, 414 et 455 nm, ce qui est caractéristique de 
l'adrénodoxine native de boeuf (fig. 10) (Suzuki et Kimura, 1965). 
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Figure 10 Spectre d'absorbance absolue de l'adrénodoxine bovine 
recombinante. 
Le spectre d'~bsorbance a été obtenu en diluant les protéines recombinantes 






Q. 0.15 0 












250 350 450 
.·LONGUEUR - D'·OND-E Cnm) 
73 
Le séquençage des 20 premiers acides aminés de la portion NH2 tenninale de 
l'adrénodoxine recombinante de type sauvage confirme l'expression de la forme mature de 
cette protéine (c.-à-d. sans le peptide signal). 
Des cristaux d'adrénodoxine de boeuf recombinant ont été obtenus (fig. 11). Ceux-
ci sont de couleur marron et présentent la même morphologie que ceux déjà rapportés dans 
la littérature (Suhara et al., 1972; Marg et al., 1992). Cependant, aucun patron de 
diffraction n'a été observé avec ces cristaux. 
3. MUTAGENÈSE DIRIGÉE 
Pour l'adrénodoxine recombinante, deux types de substitutions d'acides aminés ont 
été effectuées, soit celles impliquées au niveau de la liaison de l'adrénodoxine à ses 
partenaires, l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc, et celles soupçonnées 
d'être impliquées au niveau du transfert des électrons (tableau 1). Les résidus d'acides 
aminés ont été choisis à , partir d'études d'alignements de séquences d'adrénodoxine de 
différentes espèces et selon les résultats des expériences de modifications chimiques de 
résidus d'acides aminés effectuées sur l'adrénodoxine native de boeuf (Geren et al., 1984). 
Dans le premier cas, des acides aminés chargés négativement (Asp 79 et Glu 74) ont 
été remplacés par leur amide correspondant afin de conserver la polarité et de minimiser les 
perturbations structurales engendrées par ces modifications. 
Dans le deuxième cas, des résidus phénylalanines (Phe 43, Phe 59 et Phe 64) ont 
été remplacés par des leucines, résidus présentant une polarité similaire. Des substitutions 
par des alanines, bien que plus petits et non hydrophobes, ont également été effectuées pour 
tous les résidus. 
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Figure 11 Cristalisation de l' adrénodoxine bovine recombinante. Les cristaux 
sont obtenus en additionnant, goutte à goutte, une solution de 3,8 M ammonium 
sulfate à une solution de protéine de 1 % dissoute dans 1,7 M ammonium 
sulfate, 10 mJ\1 potassium phosphate, pH 7,4. Les cristaux se fonnent en moins 
d'une semaine à 4 °C. 
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Pour chaque mutant, le cDNA de l'adrénodoxine en entier a été séquencé afin de 
vérifier la présence de la mutation désirée et l'absence de modifications non souhaitées. Des 
exemples typiques de séquençage des adrénodoxines mutantes sont présentées à la fig. 12. 
4. EXPRESSION ET CARACTÉRISATION DES MUTANTS 
D' ADRÉNODOXINE 
Chacun des vecteurs d'expression mutés est utilisé pour transformer des cellules E. 
coti JM83. Les mutants ne présentant pas la couleur marron après 24 heures de culture à 37 
°C, caractéristique de la surexpression de l'adrénodoxine recombinante, sont soumis à une 
deuxième culture mais cette fois à 30 °C (tableau III). 
À l'exception des mutants Phe59Ala, chaque mutant a ainsi pu être exprimé sous 
forme de protéine soluble, laquelle peut incorporer le groupement 2Fe-2S. 
La méthcx:ie de purification des mutants d'adrénodoxine est identique à celle de 
l 'adrénodoxine de type sauvage. 
Chacune des protéines mutantes est purifiée jusqu'à homogénéité avec des indices 
de pureté légèrement différents d'un mutant à l'autre. Les indices de pureté obtenus 
(A414J'A280) pour l'adrénodoxine et ses mutants sont tous supérieurs à 0,74, ce qui suggère 
que des solutions homogènes de protéines ont été obtenues (tableau III). Le degré de pureté 
de chacune des protéines mutantes a également été vérifié par électrophorèse sur gel 
dénaturant de polyacrylamide 15 % (fig. 13 et 14). On y observe, entre autres, des bandes 
contaminantes pour le mutant Glu74Gln et en se référant au tableau III on peut constater 
. que ce mutant présente l'indice de pureté le moins élevé. 
Les spectres de dicroïsme circulaire des différents mutants comparés à celui de 
l'adrénodoxine de type sauvage démontrent que les substitutions apportées n'engendrent 
77 
Figure 12 Séquençage des vecteurs d'expression pKADX mutants obtenus 
par mutagenèse dirigée. 
Pour chacun des mutants, la séquence originale de l'adrénodoxine bovine est 
représentée à gauche et la séquence mutée à droite. Les nucléotides modifiés par 
mutagenèse dirigée sont identifiés à l'aide de cercles. 
Asp79Ala 













Températures de croissance requises pour l'obtention de protéines 
recombinantes natives et indices de pureté obtenus après purification pour 
chacun des mutants. 
Mutants T 0 de croissance Iildice de pureté(*) 
37°C 3ü°C D.O. 414/280 
Wild type holo 0,87 
Glu74Gln apoI holo2 0,74 
Glu74Ala apo holo 0,94 
Asp79Asn holo 0,90 
Asp79Ala holo 0,95 
Phe43Leu apo holo 0,81 
Phe43Ala apo holo non pur. 
Phe59Leu holo 0,90 
Phe59Ala apo apo n.d. 
Phe64Ala holo 0,87 
(*) L'indice de pureté est exprimé selon le rapport de la densité optique à 
414 nm/280 nm. 
1 · Apo: apoenzyme (sans le groupement 2 Fe: 2S) ; 
2 · holo: holoenzyme (avec le groupement 2 Fe: 2S); 
n.d. : non disponible ou non déterminée. 
non pur. : non purifié 
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Figure 13 Étapes de purification des différents mutants d'adrénodoxine 
bovine exprimés dans E. coli JM 83. 
Électrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide (15 %) démontrant les 
différentes étapes de la purification des mutants. Les gels ont été colorés au bleu 
de coomassie. 
1° Purification du mutant Asp79 -> Ala 
Z' Purification du mutant Glu74 -> Ala 
3° Purification du mutant Glu74 ->Gin 
Puits Échantillons 
A Standards de poids moléculaire 
B Lysat bactérien de pKADX 
C Éluat de 500 mM KCl de la colonne DEAE-
Sépharose. 
D Éluat du gradient d'ammonium sulfate sur 
colonne phényl-sépharose. 
E Éluat de la colonne de filtration sur gel. 









Figure 14 Étapes de purification des différents mutants d'adrénodoxine 
bovine exprimés dans E. coli JM 83. 
Électrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide (15 %) démontrant les 
différentes étapes de la purification des mutants. Les gels ont été colorés au bleu 
de coomassie. 
1° Purification des mutants Asp79 -> Asn (B à D) et Phe43 ->Leu (E à G) 







Standards de poids moléculaire 
Lysat bactérien de pKADX 
Éluat de 500 mM KCl de la colonne DEAE-
Sépharose. 
Éluat de la colonne de filtration sur gel. 
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Figure 15 Spectres de dicroïsme circulaire de l'adrénodoxine recombinante 
native et de différents mutants. Les échantillons étaient composés de 20 
µM adrénodoxine dans 33 mM potassium phosphate, pH 7,4. 0. ellipticité x 
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aucune modification majeure de la structure tridimentionnelle de la protéine, à l'exception 
du mutant Phe59Ala qui présente un spectre très différent (fig. 15). De plus, un dosage des 
atomes de fer a été effectué pour chacun des mutants d'adrénodoxine et seul le mutant 
Phe59Ala n'en présentait aucun, ce qui contribue également à changer l'allure du spectre de 
déchroïsme circulaire. L'allure des spectres obtenus se compare sensiblement aux spectres 
obtenus par Coghlan et Vickery (1991). Pour le mutant Glu74Gln, aucun spectre de 
dicroïsme circulaire n'a pu être effectué en raison de la présence de protéines 
contaminantes, tel que démontré par un rapport 414/280 de 0,74 (tableau III) et visualisé 
sur le gel de polyacrylamide (fig. 13 et 14). Chacun des mutants purifiés présente 
également des spectres absolus se comparant à l'adrénodoxine de type sauvage, avec des 
maximums d'absorbance caractéristique à 322, 414 et 455 nm. Le mutant Phe59Ala ne 
présente cependant pas ces maximums d'absorbance et, par ce fait, aucun indice de pureté 
n'a pu être déterminé pour ce mutant (tableau III). 
Avant chaque nouvelle série de cinétique enzymatique, la quantité d'adrénodoxine 
(mutants et de type sauvage) est évaluée en utilisant le coefficient d'extinction molaire à 
414 nm. Le rapport des densités optiques 414 nm/280 nm est également évalué. Ces 
mesures nous permettent de corriger pour le facteur de dégradation dû à l'entreposage des 
protéines pour de longues périodes à -80 °C. Ces données de densité optique nous ont 
démontré que l'adrénodoxine recombinante peut se conserver sur de longues périodes de 
temps (c.-à-d. "" 1 an) sans qu'il n'y ait de pertes significatives de protéines ayant une 
conformation native. 
4. 1 Cinétique de scission de la chaîne latérale du cholestérol 
Chacunes des adrénodoxines mutantes ont été testées pour leur capacité à participer 
à la scission de la chaîne latérale du cholestérol en reconstituant la chaîne de transfert des 
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électrons. Pour qu'il y ait activité de scission, il doit y avoir liaison de l'adrénodoxine à 
l'adrénodoxine réductase et au cytochrome P450scc ainsi qu'un transfert efficace des 
électrons. Les paramètres cinétiques sont résumés au tableau IV et le graphique des doubles 
réciproques est représenté à la figure 16. Le mutant Phe64Ala présente une activité similaire 
à l'adrénodoxine de type sauvage, ce qui indique que la liaison et le transfert d'électrons ne 
sont pas affectés de façon significative par cette substitution. 
Par contre, la substitution du résidu Glu74 par Gin et Ala présente des 
augmentations significatives des Km de 23 et 9,6 fois supérieures au type sauvage. Ces 
résultats suggèrent qu'une charge négative (Glu) est nécessaire à la position 74 de 
l'adrénodoxine bovine pour qu'il y ait une association adéquate avec ses partenaires (c.-à-d. 
Adx réductase et P450scc). Le fait que le V max ne varie que très peu pour ces mutants (c.-
à-d. Glu74Gln et Glu74Ala) signifie que l'activité de transfert des électrons a été conservée. 
La substitution du résidu Asp79 par Asn et Ala présente également des augmentations 
significatives des valeurs de Km de 184 et 17 fois plus élevées que l'adrénodoxine de type 
sauvage. Ces résultats suggèrent qu'un résidu chargé négativement est nécessaire à la 
position 79 pour qu'il y ait une liaison adéquate de l'adrénodoxine à l'adrénodoxine 
réductase et au cytochrome P450scc. Par contre, cette subtitution semble favoriser 
légèrement le transfert des électrons puisque le V max des mutants Asp79Asn et Asp79Ala a 
augmenté de 3,19 et 3,78 fois. 
La substitution du résidus Phe59 par une alanine provoque un effet marqué sur 
l'activité de la protéine recombinante. En effet, aucune activité de scission de la chaîne 
latérale du cholestérol n'a pu être détectée pour ce mutant. Par contre, la substitution du 
même résidu par une leucine semble avoir un effet moins prononcé sur l'activité. Ainsi, le 
Km est augmenté de 8 fois et le V ma" est à peine inférieur à l'adrénodoxine de type 
sauvage. De plus, des résultats de dicroïsme circulaire pour le mutant Phe59Ala démontrent 
que cette substitution a entraîné un changement marqué de la stmcture tridimentionnelle de 
88 
la protéine (fig. 15). Ce changement de conformation pourrait expliquer la perte d'activité 
de scission de la chaîne latérale du cholestérol. 
La substitution du résidu Phe59 par une leucine ne présente aucune modification au 
niveau du spectre de dicroïsme circulaire (fig. 15), indiquant ainsi que le remplacement par 
un résidu hydrophobe affecte moins la structure tridimentionnelle qu'un résidu plus petit et 
neutre comme un alanine. 
Enfin, le mutant Phe43Leu présente une augmentation du Km de 8,5 fois supérieure 
au type sauvage, ce qui signifie que la présence d'un résidu aromatique à la position 43 est 
favorable afin de permettre la liaison de l'adrénodoxine à l'adrénodoxine réductase et au 
cytochrome P450scc. Cependant, cette substitution n'affecte pas le V max de façon 
significative. 
4. 2 Cinétique de réduction du cytochrome c 
Avant de procéder à une analyse cinétique détaillée des différents mutants 
d'adrénodoxine, il est essentiel de faire le point sur ce qui est connu pour ces différentes 
réactions enzymatiques concernant la réaction de réduction du cytochrome c par 
l'adrénodoxine. Cette réaction n'est probablement pas possible physiologiquement puisque 
le cytochrome c se situe au niveau de la membrane mitochrondriale interne, mais du côté de 
l'espace intermembranaire, alors que le système d'hydroxylation des stéroïdes se situe du 
côté matriciel (Churchill et al., 1978). Néanmoins, cette réaction a été grandement utilisée 
afin d'étudier les interactions entre l'adrénodoxine réductase et l'adrénodoxine. 
Il a été démontré, pour cette réaction, que l'adrénodoxine, une fois réduite, transfère 
ses électrons très rapidement au cytochrome c (k > 200 sec. -1). De plus, dans des 
conditions où le complexe adrénodoxine réductase-adrénodoxine est fortement lié, le 
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transfert d'électrons de la flavine au groupement 2Fe-2S est l'étape limitante pour la 
réduction du cytochrome c (voir équation (l)). 
0 lent 0 rapide 
(1) AR• ADX AR•ADX cyt c 
KI Kz 
0 0 rapide 
AR+ADX AR+ADX cyt c 
Enfin, lorsque le cytochrome c est présent, la dissociation de l'adrénodoxine réduite 
ne devrait pas se produire puisque la constante de réduction du cytochrome c est beaucoup 
plus rapide que la constante de dissociation de l'adrénodoxine du complexe (Lambeth et 
Kamin, 1979). 
Puisque le «turnover» du système (c.-à-d. Adx réductase -> Adx -> cyt. c) est 
. totalement dépendant de l'adrénodoxine et maximal avec un complexe 1: 1 entre 
l'adrénodoxine réductase et l'adrénodoxine (Lambeth et al., 1976), et puisque l'étape 
li mi tante de la vitesse de réduction du cytochrome c est le transfert d'électrons entre 
l'adrénodoxine réductase et l'adrénodoxine (Lambeth et al., 1979) on peut alors conclure 
que les mesures de «turnover» qui seront obtenues pour cette téaction peuvent être utilisées 
pour mesurer l'association entre les deux protéines (c.-à-d. Adx réductase et Adx) 
(Lambeth et al., 1979). Enfin, puisque la réduction du cytochrome c peut se faire sans qu'il 
y ait dissociation du complexe adrénodoxine réductase-adrénodoxine, ceci implique qu'il 
existe des domaines de liaison différents sur l'adrénodoxine pour la liaison avec 
l'adrénodoxine réductase et avec le cytochrome c. 
Afin de vérifier l'effet des mutations sur l'association de l'adrénodoxine 
recombinante et de l'adrénodoxine réductase, une cinétique de réduction du cytochrome c a 
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été effectuée. Les résultats obtenus sont représentés à la figure 17 et les paramètres 
cinétiques sont compilés dans le tableau IV. 
La cinétique de réduction du cytochrome c (fig. 17) nous montre au premier coup 
d'oeil que les différents mutants d'adrénodoxine sont regroupés dans deux grandes familles 
selon une classification basée sur leur Km et la pente de la régression. Ainsi, un effet 
marqué des substitutions a été observé concernant les mutants Glu74Gln, Glu74Ala, 
Asp79Asn et Asp79Ala. En effet, les Km observés sont respectivement 254, 4300, 13 et 67 
fois plus élevés que l'adrénodoxine de type sauvage, ce qui suggère que des résidus 
chargés négativement sont essentiels aux positions 74 et 79 pour obtenir une bonne liaison 
de l 'adrénodoxine avec l 'adrénodoxine réductase. Des variations des vitesses maximales 
ont également été observées pour ces mutants mais elles sont beaucoup moins prononcées 
que les variations de Km. Ces différences de V max pourraient également s'expliquer par la 
diminution d'affinité des mutants envers l'adrénodoxine réductase. Concernant les mutants 
Phe43Leu et Phe59Leu, une augmentation de 3,2 et de 5 fois est observée pour les Km 
comparativement à l'adrénodoxine de type sauvage, ce qui suggère que ces résidus 
phénylalanines sont importants pour l'association avec l'adrénodoxine réductase, mais 
cependant, beaucoup moins essentiels que les résidus Glu74 et Asp 79. 
Enfin, le mutant Phe64Ala se comporte sensiblement comme l'adrénodoxine de type 
sauvage, puisque seulement de faibles variations du Km et du V max ont été observées. La 
mutation Phe59Ala, par contre, résulte en une perte totale d'activité de réduction du 
cytochrome c, ce qui confirme ici la possibilité que le remplacement du résidu Phe59 par un 
alanine ait pu engendrer un mutant de structure. 
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Figure 16 Activités de scission de la chaîne latérale du cholestérol pour 
l'adrénodoxine bovine recombinante et différents mutants. 
Diagramme à double réciproque représentant l'activité de scission du cholestérol 
à des concentrations variables d'adrénodoxine recombinante et des différents 
mutants d'adrénodoxine. 
Les symboles pour les différents mutants d'adrénodoxine sont les suivants : 
type sauvage ( 0 ); Phe43Leu ( • ); Phe59Leu ( • ); Asp79Asn ( .à ); 
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Figure 17 Activité de réduction du cytochrome c pour l'adrénodoxine bovine 
recombinante et différents mutants. 
Diagramme à double réciproque représentant l'activité de réduction du 
cytochrome c à des concentrations variables d'adrénodoxine recombinante et des 
différents mutants d'adrénodoxine. 
Les symboles pour les différents mutants d'adrénodoxine sont les suivants 
type sauvage ( 0 ); Phe43Leu ( e ); Phe59Leu ( !!1 ); Asp79Asn ( Â ); 
Phe64Ala ( D ); Asp79Ala ( • ); Glu74Ala (V); Glu74Gln( T ). 
L'encadré représente les mêmes cinétiques mais en incluant également des 
concentrations plus faibles d'adrénodoxine recombinante. 
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4. 3 Liaison de l'adrénodoxine au P450scc 
Afin de vérifier l'effet des substitutions d'acides aminés sur la liaison de 
l'adrénodoxine au cytochrome P450scc, un test de titration spectrale a été utilisé. En 
absence de cholestérol et de détergents, le P450scc existe sous sa forme libre de subtrat 
(low Spin) et présente un maximum à 417nm pour la bande de Soret (Sheets et Vickery, 
1983). Par contre, la liaison de l'adrénodoxine au P450scc favorise la liaison du 
cholestérol, entraînant du même coup un déplacement de la bande de Soret à 392nm (High 
Spin) (Hanukoglu et al., 1981). Cette liaison de l'adrénodoxine au P450scc peut être suivie 
spectrophotométriquement en notant les différences de spectre qui proviennent du 
déplacement de la bande de Soret. 
Les résultats obtenus pour les titrations spectrales sont présentés à la figure 18 et les 
paramètres cinétiques correspondant sont résumés au tableau IV. 
Tout d'abord, en ce qui concerne le mutant Phe64Ala, l'affinité pour le P450scc a 
diminué de 1,6 fois comparativement au type sauvage, ce qui confirme encore une fois que 
cette substitution n'a que peu d'effet sur l'association des deux protéines. 
Chose surprenante, le mutant Phe59Ala, qui ne présentait aucune activité de 
transfert des électrons, a malgré tout conservé une certaine affinité pour le cytochrome 
P450scc avec un Ks de seulement 2,3 fois supérieur au type sauvage. Ceci signifie que la 
conformation qu'il a adoptée lui permet tout de même de s'associer avec le P450scc. 
Pour les mutants Asp79Ala et Asp79Asn, des différences d'affinité sont observées 
selon le résidu de remplacement impliqué. Ainsi, la mutation Asp79Ala semble affecter 
beaucoup plus son association avec le cytochrome P450scc que le mutant Asp79Asn, avec 
des Ks respectivement plus élevé de 3 et 10,7 fois . Ces différences d'affinités vont dans le 
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sens contraire de ce qui a été observé pour la réduction du cytochrome c, pmsque le 
remplacement du résidu Asp79 par Ala et Asn présente des Km beaucoup plus élevés 
(2287nM et 440nM). Ces résultats signifieraient qu'un résidu polaire est suffisant à la 
position 79 pour permettre l'association de l'adrénodoxine au P450scc, mais qu'un résidu 
acide (c.-à-d. chargé négativement) est essentiel pour l'association avec l'adrénodoxine 
réductase. 
La mutation Glu74Ala présente également une augmentation prononcée du Ks de 22 
fois comparativement au type sauvage confirmant ainsi qu'un résidu chargé négativement 
est nécessaire à la position 74 pour qu'il y ait une association adéquate avec le cytochrome 
P450scc. Enfin, la substitution des résidus Phe43 et Phe59 par des résidus leucines semble 
avoir un effet favorable sur la liaison de ces mutants avec le P450scc. En effet, une 
augmentation de l'affinité est observée pour les mutants Phe43Leu et Phe59Leu avec des 
Ks de 5 et 5,5 fois inférieur au type sauvage. Ainsi, ces substitutions seraient défavorables 
à l'association avec l'adrénodoxine réductase mais favorables à une association avec le 
cytochrome P450scc. 
Enfin, les différences observées de!!:.. Amax pour différents mutants d'adrénodoxine 
nous infonnent sur la formation du complexe adrénodoxine:P450scc. Il est en effet connu 
qu'il y a déplacement du maximum d'absorbance à 390 nm lorsque le cytochrome P450scc 
est en présence d'adrénodoxine et de cholestérol. Ainsi, certains mutants d'adrénodoxine 
pourraient faire en sorte que le cholestérol se positionne différemment à son site de liaison 
sur le P4.50scc. Ce qui pourrait entraîner des modifications au niveau des variations de 
densité optique à 390 nm. Ou encore, les protéines mutantes pourraient avoir un effet direct 
sur la conformation du cytochrome P450scc, ce qui pourrait également avoir le même effet 
sur la densité optique à 390 nm. 
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Figure 18 Analyses de titrations spectrales du cytochrome P450scc. 
Diagramme à double réciproque représentant l'affinité de l'adrénodoxine 
recombinante envers le cytochrome P450scc. 
A. type sauvage ( 0 ); Asp79Asn ( .6.. ); Asp79Ala ( V ); Glu74Ala ( • ); 
Phe59Ala ( T ). 
B. type sauvage ( 0 ); Phe64Ala ( .6.. ); Phe59Leu ( ~ ); Phe43Leu ( e ); 
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TABLEAU IV 
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29,44 ± 3,83 
11,33 ± 4,28 
81,73 ± 
11,86 
44,67 ± 0,42 






Scission de la chaîne Liaison spectrale au 
latérale du cholestérol P450scc 
Km Y max Km Mmax 
umol 
µM prégnénolone/ µM 
min/nmoles 
P450scc 
0,250 ± ,004 2,55 ± 0,25 1,31 ± 0,03 0,034 ± 
0,002 
5,70 ± 0,07 3,13 ± 0,44 N.D.3 
2,40 ± 0,04 1,02 ± 0,42 28,84b ± 0,012 ± 
0,10 0,001 
45,94 ± 1,42 8,14 ± 2,12 3,845 ± 0,06 0,028 ± 
0,003 
4,22 ± 0,18 9,65 ± 3,07 14,07 ± 0,16 0,014 ± 
0,001 
2, 13 ± 0,09 1,22 ± 0,36 0,264 ± 0,08 0,030 ± 
0,002 
1,% ± 0,08 2,00 ± 0,32 0,235 ± 0,05 





65,95 ± 2,64 21,11 ± 0,94 0,335 ± 0,01 3,13 ± 0,37 2,13 ± 0,28 0,040 ± 
0,002 
a: non dis1xmible due à la présence de protéines contaminantes. 
b: Les paramètres cinétiques du mutant Glu74Ala sont basés sur une seule expérience 
(n = 1) dû aux faibles quantités de protéines purifiées. 
Les paramètres cinétiques sont évalués à partir de deux ou trois expériences indépendantes 
(n = 2 ou n = 3). 
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TABLEAU V 
Constantes de vitesses et efficacités catalytiques pour les cinétiques 
de réduction du cytochrome c et de scission - de la chaîne latérale du 
cholestérol. 









































Essais de différents détergents dans le but de solubiliser le 
cytochrome P450scc recombinant. 
( - ) : aucune absorbance significative n'a été observée entre 400 nm et 500 nm; 
( *) : absorbance très faible observée à 420 nm. 
CHAPS (7,5 MM) 
CHAPS ( 15 mM) 
CHAPS (22 mM) 
N-Laurylsarcosine 0,5 % 
N-Laurylsarcosine 0,25 % 
Détergent 
CHAPS (15 mM) + N-Laurylsarcosine (0,5 7o) 
Triton N57 1 % 
















Figure 19 Étapes de purification du cytochrome P450scc recombinant 
exprimé dans E. coli JM 105. 
A. Électrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide (10 %) démontrant les 
différentes étapes de la purification. Le gel a été coloré au bleu de coomassie. 
Puits Échantillons 
a P450scc purifié de surrénales de boeuf 
b Lysat bactérien de pKSCC avant la 
mutation CTC -> TAG 
c Lysat bactérien de pKSCC après la 
mutation CTC ->TAO 
d Fraction du culot membranaire de E. coli 
avant la mutation CTC ->TAO 
e Fraction du culot membranaire de E. coli 
après la mutation CTC ->TAO 
f Culot membranaire de E. coli après 
incubation avec 0,5 % (P/V) N-LauryL-
sarcosme 
g Surnageant du culot membranaire après 
incubation avec 0,5 % (P/V) N-Lauryl-
sarcosme 
h Standards de poids molucélaires 
B. Western blot correspondant. Des anticorps anti-cytochrome P450scc ont été 
utilisés. 
A B 





Figure 20 Différence de spectre au monoxyde de carbone pour le cytochrome 
P450scc recombinant. 0,9 nmole/ml de protéines recombinantes dans 
30 mM phosphate pH 7,5 sont réduites au dithionure de sodium. Le contenu de 
la cellule est ensuite saturé au monoxyde de carbone et les diff érenccs de 
spectres sont mesurées au spcctrophotomètre. 
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Figure 21 Activité de scission de la chaîne latérale du cholestérol. 
Comparaison entre diverses sources de cytochrome P450scc. 
CTC-> TAO; cytochrome P450scc recombinant ayant une mutation visant à 
déstabiliser une structure secondaire au niveau du codon d'initiation de la 
traduction. 
Activité: nmoles de prégnénolone produitc/minute/nmolcs de cytochrome 
P450scc. 
ACTIVITE 
(nmole prég./min/nmole P4505 cc) 
0 ~ (J) 
1 • 1 1 
P450scc de boeuf 
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S. EXPRESSION ET PURIFICATION PARTIELLE DU CYTOCHROME 
P4SOSCC RECOMBINANT 
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Le ,·ecteur d'expression pKSCC a été utilisé pour transforn1er la souche E. coti 
JM 105. Cette dernière présente un gène lacl mutant, lequel synthétise dix fois plus de 
répresseurs que le type sauvage (Yanisch-Perron et al., 1985). Cette surexpression des 
répresseurs empêche la synthèse des gènes qui sont sous le contrôle de l'opéron lac ou tac. 
Cependant, l'addition d'IPTG, un analogue du lactose, peut induire la transcription de ces 
gènes en inactivant les répresseurs. En ce qui concerne l'expression du cytochrome 
P450scc, une période de croissance bactérienne d'en\'iron 16 heures après induction à 
l'IPTG est optimale. 
Afin d'augmenter les rendements d'expression du cytochrome P450scc 
recombinant, un deuxième oligonucléotide mutant a été utilisé ( oligonucléotide B, fig. 6). 
L'oligonucléotide est construit de façon à libérer le codon d'initiation de la traduction 
(A TG), lequel est impliqué dans une structure secondaire de l'ARN messager (fig. 8). 
La déstabilisation de cette structure secondaire a entraîné une augmentation du 
rendement d'expression de 30 fois, passant de 0,3 mg/l à 10 mg/l. Le cytochrome P450scc 
recombinant représente alors 1 % des protéines totales de E. coti. Il est possible de 
visualiser cette augmentation sur gel dénaturant de polyacrylamide 10 % et également par 
immunodétection en utilisant des anticorps anti-P450scc (fig. 19). 
De plus, ce gel de polyacrylamide nous permet de constater que le cytochrome 
P450scc recombinant se retrouve principalement au niveau de la fraction membranaire (fig. 
19, d et e) et que l'on peut le solubiliser en incubant cette fraction avec 0,5 % (P/V) de N-
Lauryl-sarcosine (fig. 19, f et g). 
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Bien que ce dernier détergent pcnnette la solubilisation du cytochrome P450scc 
recombinant, il ne permet pas de récupérer l'enzyme sous sa forme active. Après plusieurs 
essais de solubilisation avec différents détergents, le CHAPS (7,5 mM) s'est révélé être le 
plus approprié (tableau VI). Cc dernier pcnnet de conserver le cytochrome P450scc sous sa 
forme active, mais contrairement au N-Lauryl-sarcosine, il est beaucoup moins efficace en 
ce qui concerne la solubilisation de l'enzyme. En effet, le CHAPS (7,5 mM) ne nous 
permet de récupérer que 10 % à 15 % du cytochrome P450scc membranaire, 
comparativement à - 80 % pour le N-Lauryl-sarcosine. 
Le cytochrome P450scc recombinant présente un poids moléculaire de - 49 kDa sur 
gel dénaturant de polyacrylamide, ce qui correspond au poids moléculaire attendu de la 
protéine mature. De plus, le cytochrome P450scc recombinant présente un maximum 
d'absorbance à 450 nm lorsqu'il est réduit avec le dithionure de sodium et qu'on ajoute du 
monoxyde de carbone, ce qui suggère que la protoporphyrine IX a bien été incorporée in-
vivo (fig. 20). 
Des essais préliminaires de cinétique (fig. 21) ont révélé que le cytochrome P450scc 
recombinant présente une activité de clivage de la chaîne latérale du choletérol semblable au 
cytochrome P450scc natif de surrénale bovine. De plus, aucune différence significative n'a 
été observée pour l'activité du cytochrome P450sce recombinant, avant et après la 
déstabilisation de la structure secondaire de l'ARN messager (fig. 21). 
6. PURIFICATION DU P450SCC ET DE L'ADRÉNODOXINE 
RÉDUCTASE DE SURRÉNALES BOVINES 
La purification du cytochrome P450scc et de l'adrénodoxine réductase de surrénales 
bovines a dO être effectuée en raison de la non disponibilité commerciale de ces enzymes. 
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Figure 22 Différence de spectre au monoxyde de carbone pour le cytochrome 
P450scc de surrénales bovines. 
Environ 1.0 nmole/ml des protéines totales, après purification partielle du 
P450scc, sont réduites au dithionure de sodium. Le contenu de la cellule est 
ensuite saturé au monoxyde de carbone et les différences de spectres sont 
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Une purification partielle a été effectuée permettant d'enrichir les rrnctions de l'enzyme 
désiré. La quantification du cytochrome P450scc s'est faite par différence de spectre 
lorsque la protéine est réduite en présence de monoxyde de carbone (fig. 22). La 
concentration de P450scc est alors calculée en utilisant le coefficient d'extinction molaire 
~E4.50490 = 91 mM-1. cm -1. 
De plus, cette différence de spectre nous informe sur la qualité du cytochrome 
P450scc. En effet, la présence d'un ma'i:imum d'absorbance à 450 nm suggère une 
conformation native de la protéine avec une bonne incorporation de la protoporphyrine IX. 
Le léger épaulement à 420 nm nous indique que seulement une faible portion du 
cytochrome P450scc a perdu sa conformation native. 
La quantification de l'adrénodoxine réductase est également déterminée 
spectrophotométriquement en utilisant le coefficient d'extinction molaire E4.50 = 10.9 mM-1 
· cm-1. La capacité de l'adrénodoxine réductase à transférer les électrons lors de la réaction 
de réduction du cytochrome c a confirmé la conformation native de la protéine. 
DISCUSSION 
1. ADRÉNODOXINE DE SURRÉNALES BOVINES : SUREXPRESSION 
ET CARACTÉRISATION 
Les résultats obtenus dans le cadre des travaux de cette thèse démontrent que 
l'adrénodoxine de surrénales bovines peut être exprimée dans E. coli tout en conservant sa 
confonnation native. 
La scission du peptide signal ne pouvant s'effectuer dans E. coli, une approche de 
mutagenèse dirigée a été adoptée afin de n'exprimer que la forme mature de la protéine. 
Ainsi, la création d'un site de restriction suivi d'un codon d'initiation pennet de positionner 
ce dernier à une distance optimale du site d'attachement ribosomique. 
Les constructions ont été effectuées de façon à ce que 10 paires de bases séparent le 
codon d'initiation du site d'attachement ribosomique, ce qui correspond bien aux exigences 
rapportées pour une traduction efficace des protéines dans E. coti (Berthiaume et al., 1989; 
Kaplan et Greenberg, 1987). Le séquençage en entier du cDNA de l'adrénodoxine à la suite 
d'une mutagenèse dirigée nous a pennis de constater l'intégration d'un nouveau site de 
restriction EcoRI suiYi du codon d'initiation ATG. De plus, les séquences ont confinné 
l'absence d'autres mutations non désirables au niveau du cDNA. 
L'expression dans E. coli de la portion du cDNA qui code pour l'adrénodoxine 
mature nous a permis d'obtenir 15 mg de protéines purifiées par litre de culture. À titre de 
comparaison, la purification d'une quantité équivalente d'adrénodoxine nécessiterait 40 
surrénales de boeuf et plusieurs heures supplémentaires avant l'obtention d'une protéine 
pure (Suhara et al., 1972). L'authenticité de la protéine surexprimée a été confinnée par le 
poids moléculaire de la protéine purifiée qui correspondait au même poids moléculaire que 
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l'adrénodoxine de surrénales bovines, cc que l'on peut observer sur les gels de 
polyacrylamides 15 % (fig. 9). De plus, l'immunodétection de l'adrénodoxine 
recombinante purifiée par des anticorps antiadrénodoxine confirme également l'identité de la 
protéine (fig. 9. 8). 
La purification de l'adrénodoxine recombinante a nécessité moins d'étapes que la 
purification de la ferredoxine humaine (Coghlan et Vickery, 1989). Cette dernière étant 
exprimée dans E. coti sous fom1e de protéine de fusion, deux étapes additionnelles de 
purification sont nécessaires avant d'obtenir une protéine pure. 
Les pertes encourues par ces étapes additionnelles pourraient expliquer les 
rendements plus faibles obtenus pour la purification de la ferredoxine humaine 
recombinante (5 mg/litre de E. colz), bien que la protéine de fusion correspondait 
initialement à - 12 % du total des protéines solubles de E. coli. 
L'ajout des 31 prellllers acides aminés de la protéine ÀCII afin d'exprimer la 
ferredoxine humaine sous forme de protéine de fusion avait pour but d'augmenter la 
stabilité de la protéine recombinante (Coghlan et Vickery, 1989). En analysant les résultats 
obtenus pour l'expression de l 'adrénodoxine bovine recombinante, on constate que 
l'addition de cette préséquence n'est pas nécessaire pour la stabilité de la protéine. En effet, 
la séquence NH2 terminale et les résultats des analyses de Western obtenus (fig. 9) 
démontrent qu'aucun phénomène de protéolyse de l'adrénodoxine recombinante n'a pu être 
détecté, et ce, même après des périodes prolongées d'incubation des E. coli (24 h). 
De hauts taux d'expression ont donc été obtenus, et ce, malgré le fait que plus de 
50 % des codons de l'adrénodoxine bovine correspondent à des espèces d'ARN de 
transfert, qui sont peu abondants chez E. coti (lkemura, 1981). La même observation a été 
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faite pour l'aldolasc de mais anaérobiquc, qui présente un pourcentage semblable à celui de 
l 'adrénodoxine. 
Le culot bactérien des E. coti JM83 exprimant l'adrénodoxine recombinante 
présente une couleur marron caractéristique, qui suggère un assemblage adéquat du 
groupement [2Fe-2S]. De plus, le spectre d'absorption de l'adrénodoxine recombinante 
purifiée présente le même aspect que le spectre d'absorption de l'adrénodoxine de surrénale 
bovine native (fig. 10), nous indiquant ainsi que la protéine recombinante est exprimée sous 
sa forme native et qu'elle a bien incorporé le groupement fer-soufre. 
Il a été démontré que les Escherichia coti expriment des protéines qui contiennent 
des groupements [2Fe-2S] et [4Fe-4S] et l'assemblage d'un groupement [2Fe-2S] dans une 
apoprotéine étrangère eucaryote a été démontrée par Coghlan et Vickery en 1989 (Knoell et 
Knappe, 1974; Blum et al., 1980; Ingledew et Poole, 1984; Coghlan et Vickery, 1989). 
Makaroff et collaborateurs avaient également démontré que E. coti avait la capacité 
d'assembler le groupement [4Fe-4S] à l'amidophosphoribosyltransf érase de Bacillus 
Subtillis (Makaroff et al., 1983). 
Le mécanisme de la biosynthèse des protéines «fer-soufre» n'est pas encore élucidé. 
Il a cependant été avancé que le rhodanèse peut agir comme source de soufre (Alexander et 
Volini, 1987). On ne sait toujours pas si l'assemblage du groupement «fer-soufre» est un 
processus enzymatique ou s'il peut se produire de façon spontanée. Cependant, un 
processus non enzymatique d'incorporation des groupements «fer-soufre» est appuyé par 
des études de reconstitution in vitro de protéines «fer-soufre», incluant des f errédoxines de 
surrénales (Suhara et al., 1974; Mukai et al., 1974). 
L'assemblage adéquat dans E. coli de protéines «fer-soufre», tel que la ferrédoxine 
humaine, et en cc qui nous concerne de l'adrénodoxinc bovine, suggère que ce mécanisme 
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n'est pas spécifique à la protéine acceptrice et que des protéines étmngères à E. coti peuvent 
incorporer le groupement «fer-soufre» in vivo. 
L'adrénodoxine recombinante exprimée dans E. coti JM83 est capable de transférer 
ses équivalents réducteurs au cytochrome P450scc et au cytochrome c. Les paramètres 
cinétiques obtenus (tableau IV) correspondent sensiblement à ceux obtenus pour 
l'adrénodoxine de surrénale bovine (Lambeth et al., 1984; Hanokoglu et al. 1981) et 
confirment la capacité de l'adrénodoxine recombinante à transférer adéquatement les 
électrons. Ces résultats suggèrent une structure tertiaire similaire à la structure de 
l'adrénodoxine native avec l'intégration du groupement 2Fe-2S. L'activité de 
l'adrénodoxine recombinante suggère également qu'aucune modification post-
traductionnelle n'est essentielle pour le bon fonctionnement du transfert des électrons, à 
moins que ces modifications puissent se faire dans E. coli. De plus, les résultats démontrent 
que le peptide signal de l'adrénodoxine recombinante n'est pas essentiel pour le repliement 
de celle-ci dans E. coli puisque l'expression de la protéine directement sous sa fonne 
mature n'a changé en rien son activité de transfert des électrons. 
La structure tridimentionnelle de l'adrénodoxine n'est pas encore déterminée. Des 
cristaux d'adrénodoxine ont été obtenus pour la première fois en 1972 par Suhara et 
collaborateurs, mais ceux-ci ne furent pas utilisés pour des analyses de structures (Suhara et 
al., 1972). Ce n'est qu'en 1992 qu'un premier patron de diffraction fut publié, bien que le 
cristal ne défractait pas à plus de 4,0 Â de résolution (Marg et al., 1992). Tel ces deux 
essais de cristallisation, l'adrénodoxine recombinante a également généré des cristaux 
marron de forme hexagonale de 0,22 mm X 0,03 mm, en une semaine à 4 °C, mais 
contrairement aux cristaux obtenus par Marg et collaborateurs, ceux que nous avons 
obtenus ne nous ont donné aucun patron de diffraction. Selon ces auteurs, les cristaux 
d'adrénodoxine obtenus en incubant à la température de 15 °C sont beaucoup plus stables 
que ceux incubés à 4 °C et l'obtention de patrons de diffraction n'a été possible qu'avec 
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ceux-ci (c.-à-d. 15 °C). Ainsi, le fait d'avoir incubé nos cristaux à 4 °C pourrait bien 
expliquer l'impossibilité d'obtenir des patrons de diffraction. 
2. CARACTÉRISATION DES MUTANTS D'ADRÉNODOXINE DE 
SURRÉNALES BOVINES 
Les interactions électrostatiques sont reconnues comme étant impliquées dans la 
liaison de l'adrénodoxine avec l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc. Ceci 
peut être observé par une diminution rapide des constantes de liaison lors d'une 
augmentation de la force ionique (Lambeth et al., 1979; Hanukoglu et Jefcoate, 1980). 
Des travaux antérieurs de modifications chimiques ont également démontré que les 
résidus acides apparaissent comme les plus importants. Ainsi, Oeren et Millet, en modifiant 
l'adrénodoxine bovine avec le l-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiinide (EDC), ont 
dramatiquement inhibé l'association avec l'adrénodoxine réductase. L'analyse des 
groupements carboxyls modifiés ont démontré que les résidus Glu74, Asp79 et Asp86 
étaient les plus touchés, tous des résidus chargés négatiYement qui sont localisés dans une 
des régions hautement acide de l'adrénodoxine (Oeren et al., 1984). On doit cependant être 
prudent avec ce type de modifications chimiques car elles peuvent amener un marquage 
multiple et non-stoïchiométrique. Il serait possible également que l'agent utilisé pour le 
marquage soit trop volumineux et entraîne un phénomène d'encombrement stérique 
important qui empêcherait des interactions avec des acides aminés voisins. Ces problèmes 
peuvent cependant être évités en utilisant la mutagenèse dirigée pour modifier 
spécifiquement les résidus d'acides aminés ciblés. Il faut tout de même demeurer prudent 
puisque les modifications apportées peuvent modifier la structure native de la protéine. Ces 
limitations sont illustrées par la mutation Phe59Ala, où la substitution a entraîné un 
changement de conformation de l'adrénodoxine recombinante tel que l'on peut observer par 
le spectre de dichroïsme circulaire (fig. 15). Ces résultats suggèrent que le résidus Phe59 
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jouerait un rôle important au niveau du maintien de la structure tertiaire de l'adrénodoxinc. 
De plus, le fait de ne pouvoir détecter d'atomes de Fer dans ce mutant suggère également 
que ce résidu pourrait être impliqué dans la liaison du groupement 2Fc-2S. Il est également 
intéressant de noter que le mutant Phe59Leu possède ses deux atomes de fer. Un résidu 
hydrophobe, telle une leucine, est donc suffisant pour le maintien du groupement 2Fe-2S 
des adrénodoxines. 
Le fait que les protéines mutantes présentent des spectres de dicroisme circulaire 
identiques à l'adrénodoxine de type sauvage, à l'exception du mutant Phe59Ala, nous 
indique que les mutations apportées n'ont pas altéré de façon significative la structure 
tridimentionnelle de la protéine. Cependant, aucune donnée critallographique n'est 
disponible pour les ferrédoxines animales et sans ces données, nous ne pouvons pas 
éliminer la possibilité de petits changements de confom1ation au niveau des protéines 
mutantes. 
Les mutations effectuées ici sur l'adrénodoxine bo,·ine sont divisées en deux types. 
Le premier regroupe des mutations qui affectent des résidus chargés négativement et qui 
sont situées dans la région acide #2 de la protéine (voir fig. 4). Ainsi, les résidus Glu74 et 
Asp79 ont été remplacés soit par leur amide correspondant, afin de maintenir la polarité et 
dans le but de minimiser les perturbations structurales, soit par des alanines, résidus 
neutres, plus petits et non polaires. 
Le deuxième type de mutations touche des résidus phénylalamines. Ces derniers ont 
été choisis en raison de leur noyau aromatique qui contient des nuages d'électrons 
délocalisés qui leur pem1ettent d'interagir avec d'autres résidus aromatiques (tyrosine et 
tryptophane) et de transférer leurs électrons. Ainsi, les résidus Phe43, Phe59 et Phe64 ont 
été choisis en raison de leur position rapprochée des résidus cystéines impliqués dans la 
liaison du groupement 2Fe-2S et de leur conservation chez différentes espèces animales. 
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De plus, des données spectroscopiques de 2H-RMN ont depuis ce temps confïnné 
que Phe43 est le résidu aromatique qui est situé le plus près du groupement 2Fe-2S 
(Beckert et al., 1995). Les résidus phénylalanines ciblés ont été remplacés soit par des 
leucines afïn de maintenir leur hydrophobicité, soit par des alanines. En créant deux 
groupes distincts de mutations, nous ciblons à la fois les résidus impliqués dans la liaison 
entre l'adrénodoxine et ses partenaires (Glu74 et Asp79) et les résidus potentiellement 
impliqués dans le transfert des électrons (c.-à-d. Phe43, Phc59 et Phe64). 
Tel que présenté dans le tableau III, certaines protéines mutantes nécessitent des 
températures de croissances inférieures à 37 °C afin de maintenir leur conf onnation native. 
Ce phénomène a également été rapporté pour l'expression d'autres protéines eucaryotes 
dans E. coli, tel que l'interféron -a2 humain, l'interféron y humain (Gray et al., 1982) et la 
protéine MX de souris (Staeheli et al., 1986). Schein et Notebom ont en effet observé 
qu'ils pouvaient obtenir des rendement plus élevés en interféron soluble simplement en 
abaissant la température de croissance de la culture bactérienne (Schein et Notebom, 1988). 
Ces auteurs ont également démontré que des agents réducteurs, tel que B-mercaptoéthanol 
ou le DTT, ~uvent imiter l'effet de la température sur l'obtention de protéines solubles. À 
la suite de ces observations, ils émettent l'hypothèse qu'il existerait, dans E. coli, des 
enzymes qui agiraient tel des réducteurs de groupements sulfhydryl, ce qui favoriserait les 
interactions intermoléculaires des groupements réactifs et entraînerait la fonnation 
d'agrégats de protéines insolubles à 37 °C. Ces enzymes seraient moins actifs à 30 °C, 
d'où l'obtention de protéines solubles en plus grande proportion. Cependant, ces 
hypothèses s'appliquent plus ou moins dans le cas de l'expression de l'adrénodoxine 
bovine recombinante puisque la protéine de type sau\'age s'exprime sous forme de protéine 
soluble à 37 °C, alors que certaines des protéines mutantes n'adoptent leur conformation 
native qu'à 30 °C (voir tableau III). En effet, les mutations apportées ici n'affectent pas de 
résidus cystéines, lesquels présentent des groupements sulhydryles. Pourtant, certains 
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mutants ne peuvent adopter une confonnation native qu'à 30°C. Il semble donc que 
certaines mutations affectent le repliement de l'adrénodoxine recombinante et que 
l'abaissement de la température de croissance à 30°C pourrait compenser ces problèmes 
(tableau III). 
Ainsi, ! 'abaissement de la température de croissance de E. coti à 30°C nous a pennis 
d'obtenir des protéines solubles et capables d'incorporer le groupement 2Fe-2S pour les 
mutants Glu74Gln et Glu74Ala. Pour ces mêmes mutants, Goghlan et Vickery ont obtenus 
des protéines insolubles et incapables d'incorporer le groupement fer-soufre, mais ils se 
sont limités à des températures de croissance de 37 °C. Par reconstitution in vitro, en 
présence de fer et de soufre, ces auteurs ont tout de même réussi à purifier partiellement le 
mutant Glu74Gln, mais la préparation est instable et présente des absorbances dans l'ultra 
violet qui indiquent la présence d'impuretés (indice de pureté de A414'A276 = 0,4) et 
d'apoprotéines. Les mutants Phe43Leu et Phe43Ala ont également nécessité des 
températures de 30 °C pour pouvoir adopter leurs confonnations natives. Le mutant 
Phe59Ala n'a pu être exprimé sous fonne d'holoprotéine, et ce, même à une température de 
croissance de 30 °C, ce qui signifie que cette substitution a entraîné des modifications 
importantes au niveau de la structure tertiaire de la protéine. Ces modifications ont été 
confinnées également par le spectre de dicroïsme circulaire de ce mutant (fig. 15). 
2. 1 Analyses cinétiques 
L'analyse cinétique de l'adrénodoxine recombinante et de ses mutants nous fournit 
des renseignements clefs concernant certains acides aminés (tableau IV). Ainsi, le résidu 
Asp79 est important à la fois pour la liaison de 1 'adrénodoxine à l 'adrénodoxine réductase et 
au cytochrome P450scc. Les mutants Asp79Asn et Asp79Ala ont en effet présenté des 
diminutions drastiques d'affinité avec l'adrénodoxine réductase, ce qui a été vérifié par la 
cinétique de réduction du cytochrome c (fig. 17). Une diminution d'affinité du mutant 
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Asp79Ala envers le cytochrome P450scc a également été observée (fig. 18), mais le 
remplacement de ce même résidu par une asparagine présente une diminution d'affinité 
moins importante. Ces résultats signifient qu'un résidu polaire est nécessaire en position 79 
de l'adrénodoxinc pour qu'il y ait association avec l'adréncxloxine réductase et le 
cytochrome P450scc et qu'une charge négative à la position 79 est essentielle pour qu'il y 
ait association de l'adrénodoxine à l'adrénodoxine réductase. De plus, les valeurs obtenues 
pour la vitesse de diffusion du substrat (l<cat/Km) des mutants Glu74 et Asp79 nous 
indiquent également que ces mutants s'associent moins efficacement à leurs partenaires 
(AdxR et P450scc) que l'adrénodm.ine de type sauvage (tableau V). 
Il serait possible également que le résidu Asp79, chargé négativement, serait 
impliqué dans la formation de liens hydrogènes, puisque l'implication d'un résidu acide 
dans les liens hydrogènes pourrait expliquer les différences d'association avec le P450scc. 
En effet, le remplacement du résidu Asp79 par un acide aminé non polaire (alanine) a inhibé 
la liaison au P450scc, alors que la substitution avec un amide correspondant (asparagine) a 
provoqué des diminutions d'affinité beaucoup moins marquées. 
Ces résultats vont dans le même sens que ceux obtenus par Coghlan et Vickery pour 
les mêmes mutants Asp79Asn et Asp79Ala (Coghlan et Vickery, 1991). Contrairement à 
ces mêmes auteurs, le remplacement du résidu Glu74 par un Gin ou un Ala présente 
également une diminution marquée de l'affinité pour l'adrénodoxine réductase et le 
cytochrome P450scc. Coghlan et Vickery ont utilisé, pour le mutant Glu74Gln, des 
protéines reconstituées in vitro et qui présentaient un indice de pureté peu reluisant de 0,4. 
De plus, les paramètres cinétiques qu'ils ont obtenus ne sont basés que sur deux 
concentrations différentes d'adrénodoxine recombinante. 
Les cinétiques que nous m·ons effectuées pour les mutants Glu74Gln et Glu74Ala 
comportaient plus de deux concentrations d'adrénodoxine (fig. 16, 17 et 18). De plus, les 
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protéines utilisées ont été synthétisées in vivo et non reconstituées in vitro et les indices de 
pureté obtenus sont représentatifs d'une solution beaucoup plus homogène que ce qui a été 
obtenu pour la f errédoxine humaine (tableau III). 
Des études de modifications chimiques de l'adrénodoxine au 1-éthyl-3(3-
dinéthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) impliquant des groupements carboxylates ont 
également permis l'identification de résidus modifiés. Ainsi, les résidus Glu74, Asp79 et 
Asp86 ont été convertis en résidus chargés positivement et ces modifications ont entraîné 
une diminution de l'affinité de l'adrénodoxine envers l'adrénodoxine réductase (Geren et 
al., 1984). Cependant, cette étude n'a pu confirmer si l'implication de ces trois résidus était 
critique pour l'association à l'adrénodoxine réductase ou si un seul de ces résidus (ex. 
Glu74) était responsable de cette perte d'affinité. 
Le remplacement des résidus Asp79 et Glu74 par leur amide correspondant ou par 
un alanine a donc entraîné des effets marqués sur l'affinité de l'adrénodoxine recombinante 
envers l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc. On ne doit pas écarter la 
possibilité que ces mutations aient pu entraîner des changements de conformation qui 
pourraient affecter les domaines de liaison de l'adrénodoxine à ses partenaires. Cependant, 
le fait que les patrons de dicroïsme circulaire de ces mutants présentent le même aspect que 
la protéine native tend à éliminer cette possibilité (fig. 15). 
Une explication plus plausible pour cette diminution d'affinité serait que 
l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc interagissent tous les deux avec les 
résidus Asp79 et Glu74 lorsqu'ils forment tour à tour un complexe avec l'adrénodoxine. 
Ceci implique que les mêmes résidus sont impliqués à la fois dans l'association avec 
l'adrénodoxine réductase et avec le cytochrome P450scc. 
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À la suite de ces résultats, nous pouvons donc proposer un modèle d'association du 
type navette, où il y aumit tout d'abord association de l'adrénodoxine réductase avec 
l'adrénodoxine, transfert d'électrons puis dissociation avant qu'il y ait une association de 
l'adrénodoxine au cytochrome P450scc. 
Ces résultats sont donc incompatibles avec le modèle du complexe ternaire où 
l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc s'associent en même temps à 
l'adrénodoxine, mais en des sites distincts (Kido et Kimura, 1979; Hara et Kimura, 1989). 
Les fondements du modèle du complexe ternaire sont basés principalement sur des 
études de réticulations chimiques et il est posible qu'un complexe ainsi modifié ne puisse 
exister physiologiquement. Jusqu'à présent, l'activité d'un tel complexe n'a pu être 
démontrée. 
Bien qu'il ait été démontré ici que les résidus Asp79 et Glu74 jouent un rôle 
important au niveau de la liaison avec l'adrénodoxine réductase et le cytochrome P450scc, il 
n'est pas exclu que d'autres résidus puissent également avoir une certaine importance dans 
ces interactions. Des études parallèles ont aussi confirmé l'importance des résidus chargés 
dans l'association avec l'adrénodoxine. Ainsi, des études de mutagenèse dirigée sur le 
cytochrome P450scc ont démontré que les résidus Lys377 et Lys381 (chargés 
négativement) sont impliqué au niveau de la liaison à l'adrénodoxine (Wada et Waterman, 
1992). De plus, des études de modifications chimiques du cytochrome P450scc avec des 
agents modifiant spécifiquement les résidus lysines avaient également confirmé 
l'importance de ces résidus pour l'interaction de l'adrénodoxine au cytochrome P450scc 
(Adamovich et al. 1989). 
Enfin, Tuls et collaborateurs ont rapporté que le tmitement du cytochrome P450scc 
avec la fluoresceine isothiocyante résulte en un marquage covalent de la lysine 377 et que 
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cette modification chimique entraîne une inhibition de la liaison de l'adrénodoxine au 
P450scc (Tuls et al., 1989). Tsubaki et collabortcurs ont également rapJX>rlé que des 
modifications chimiques du cytochrome P450scc au pyridoxal 5'-phosphate causent une 
inhibition du transfert d'électrons de l'adrénodoxine vers le P450scc el que les résidus 
marqués sont les lysines 377 et 381 (Tsubaki et al., 1989). 
L'association de l'adrénodoxine avec l'adrénodoxine réductase fait également 
intervenir des résidus chargés négativemenl sur cette dernière. Ainsi, Hamamoto et 
Ichikawa ont démontré que la modification sur l'adrénodoxine réductase de résidus lysines 
au pyridoxal-5'-phosphate a JX>Ur effet d'inhiber l'activité de réduction du cytochrome c 
(Hamamoto et Ichikawa, 1984). 
À la suite des résultats obtenus dans cette thèse concernant les résidus Glu74 et Asp 
79 et à ceux rapportés par des études indépendantes, ils nous est possible d'avancer que 
l'adrénodoxine agirait telle une navette, s'associant tout d'abord à l'adrénodoxine réductase 
pour ensuite s'en dissocier avant de s'associer au cytochrome P450scc. Cette affirmation se 
base sur le fait que les résidus Glu74 et Asp79 affectent autant la liaison de l'adrénodoxine 
avec l'adrénodoxine réductase qu'avec le cytochrome P450scc. Ceci laisse donc supposer 
qu'il ne peut y avoir association en même temps de ces deux partenaires au site de liaison et 
que ces derniers doivent donc s'y associer un à la suite de l'autre. L'implication de ces deux 
résidus dans la liaison avec l'adrénodoxine réductase et le P450scc est consolidée par une 
étude de résonnance magnétique. Miura et Ichikawa (1991) ont en effet observé un 
déplacement des pics de résonnance magnétique pour les résidus Tyr82 et Ala81 lorsque 
l'adrénodoxine est réduite. Ces résidus se retrouvent dans la séquence d'acides aminés 
chargée négativement et identifiée comme étant le site d'interaction avec ses partenaires 
réducteurs (c.-à-d. Glu74 à Asp86). Ainsi, ces auteurs ont pu observer qu'un changement 
conformationnel se produit au niveau de la séquence d'acides aminés chargée négativement 
(c.-à-d. Glu74 à Asp86) lorsque l'adrénodoxine se retrouve sous sa forme réduite. Cette 
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analyse RMN apporte donc une base structurale à l'hypothèse du transfert d'électrons selon 
le modèle de la navette. Enfin, les résultats obtenus ici pour les résidus Glu74 et Asp79 ne 
cadrent pas avec le modèle du complexe ternaire puisque cc dernier sous-entend la présence 
de deux sites distincts de liaison à l'adrénodoxine, soit un pour l'adrénodoxine réductase et 
un autre pour le cytochrome P450scc. 
Ainsi, si les résidus Glu74 et Asp79 avaient été impliqués seulement dans la liaison 
avec l'adrénodoxine réductase, alors aucun effet n'aurait été observé pour la liaison avec le 
cytochrome P450scc, ce qui ne fut pas le cas. Ces associations feraient intervenir des 
résidus chargés négativement (Lys) pour l'adrénodoxine réductase et le P450scc, alors que 
des résidus chargés positivement (Asp et Glu) seraient impliqués au niveau de 
l 'adrénodoxine. 
Concernant les mutations qui affectent les résidus phénylalanines, les répercutions 
sur l'association de l'adrénodoxine avec ses partenaires sont beaucoup moins drastiques 
que les mutations qui impliquent des résidus chargés négativement. Par exemple, le 
remplacement du résidus Phe64 par une alanine n'a eut que très peu d'effet sur les 
constantes de Michaelis et sur les vitesses maximales (tableau IV). Ceci signifie que le 
résidu Phe64 n'est ni impliqué au niveau de l'association avec l'adrénodoxine réductase ou 
le P450scc, ni impliqué au niveau du transfert des électrons avec ces mêmes protéines. 
Cependant, le remplacement du résidu phénylalanine 59 par une leucine ou une alanine 
présente des effets différents selon le résidu utilisé. Ainsi, le mutant Phe59Ala a perdu toute 
activité de réduction du cytochrome c et de scission de la chaîne latérale du cholestérol 
(tableau IV), alors que le mutant Phe59Leu permet tout de même de conserver l'activité de 
transfert des électrons malgré une affinité réduite envers ses partenaires. Les résultats de 
dicroïsme circulaire ayant démontré que la mutation Phe59Ala affecte la structure 
tridimentionnelle de l'adrénodoxine (fig. 15), il semble donc que la présence d'un résidu 
hydrophobe tel que la leucine, soit essentiel pour que l'adrénodoxine adopte une 
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conformation native. En observant le tableau IV, on constate que le mutant Phc59Ala a tout 
de même conservé une certaine affinité pour le cytochrome P4.50scc (Ks = 2,99 µM). 
Donc, malgré le changement de conformation observé par analyse de dicroïsmc 
circulaire, la nouvelle conformation adoptée par le mutant Phe59Ala permet tout de même 
une association satisfaisante au cytochrome P450scc. De plus, le fait que le mutant 
Phe59Ala ait été purifié de la même façon que l'adrénodoxine de type sauvage nous indique 
également que ce mutant a tout de même conservé une conformation qui se rapproche de 
celle du type sauvage. 
Le mutant Phe59Ala peut donc être considéré comme un mutant dont la nouvelle 
conformation adoptée ne permet plus l'intégration du groupement [2Fe-2S], ce qui a été 
confinné à la fois par l'absence des maxima caractéristiques à 322, 414 et 455 nm et 
également par un culot bactérien qui ne présente pas la couleur caractéristique marron 
associée à l'expression de l'adrénodoxine bovine native de même que par le dosage du fer, 
qui a démontré que le mutant Phe59Ala n'en possédait plus. Enfin, les mutations Phe43Leu 
et Phe59Leu ont eu pour effet de diminuer l'affinité de l'adrénodoxine pour l'adrénodoxine 
réductase sans toutefois avoir d'effets marqués sur les \'itesses maximales de réduction du 
cytochrome cet de scission de la chaîne latérale du cholestérol. Cependant, ces mutations 
ont entraîné une augmentation de l'affinité de l'adrénodoxine recombinante envers le 
cytochrome P450scc (Ks de 0,264 µMet 0,235 µM) comparativement à l'adrénodoxine de 
type sauvage (Ks de 1,31 µM). On peut donc avancer qu'un résidu aromatique est 
nécessaire aux positions Phe43 et Phe59 pour qu'il y ait une association adéquate de 
l'adrénodoxine à l'adrénodoxine réductase, mais que le remplacement de ces mêmes résidus 
par des leucines présente l'effet contraire d'augmenter l'affinité des protéines mutantes 
envers le cytochrome P450scc. 
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II est important de noter que pour certaines protéines mutantes, telles que 
Phe43Leu, Phe59Leu, Asp79Asn et Asp79Ala, il y a peu de corrélation entre le Km de 
scission et le Ks de liaison. Il est pourtant raisonnable de penser qu'il y a une corrélation 
puisque ces deux cinétiques dépendent de l'interaction avec l'adrénodoxine. Cependant, ces 
différences d'affinités pourraient s'expliquer du fait que l'adrénodoxine recombinante est 
sous sa forme réduite lors de l'association avec le P450scc pour la réaction de scission du 
cholestérol, alors qu'elle est sous sa forme oxydée lors de la liaison spectrale. Ces 
différences dans le potentiel oxydoréducteur de la protéine mutante pourraient se refléter sur 
son association avec le cytochrome P450scc. Ces résultats pourraient donc impliquer des 
différences conformationnelles au site de liaison entre la forme oxydée et la forme réduite de 
l'adrénodoxine mutante. 
En observant les constantes d'efficacité catalytiques (Kcat!K.m) du tableau V, on 
remarque, pour plusieurs protéines mutantes, qu'elles sont de l'ordre de la vitesse de 
diffusion des substrats, soit - I09M-ls-l. Ceci signifie que leur vitesse de catalyse n'est 
restreinte que par la vitesse de déplacement du substrat en solution. Tel est le cas pour 
toutes les protéines mutantes et celles de type sauvage pour la réaction de scission de la 
chaîne latérale du cholestérol. Cependant, en ce qui concerne la réaction de réduction du 
cytochrome c, les valeurs s'éloignent un peu plus de la constante de diffusion pour certains 
mutants tels que Glu74Gln, Glu74Ala, Asp79Asn et Asp79Ala. Nous pouvons donc 
supposer que ces derniers affectent la vitesse de diffusion du substrats (c.-à-d. 
adrénodoxine) vers le cytochrome c. Ou encore qu'il y a, pour ces mutants, formation d'un 
complexe non productif dû à une diminution d'affinités de l'adrénodoxine pour ses 
partenaires (c.-à-d. adrénodoxine-réductase et cytochrome c). 
La diminution d'affinité envers l'adrénodoxine réductase a pour effet d'entraîner des 
augmentations de Km pour la réaction de scission de la chaîne latérale du cholestérol et ce, 
malgré l'augmentation d'affinité observée pour le P450scc. En effet, une diminution 
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d'affinité observée au début de la chaîne de transfert des électrons peut avoir des 
répercussions sur l'autre extrémité de la chaîne, ce qui a été observé pour les mutants 
Phc43Leu et Phe59Leu. Pour certains mutants, tel que Asp79Ala (tableau IV), on observe 
une corrélation inverse entre le V max de scission de la chaîne latérale du cholestérol et le 
Vmax de réduction du cytochrome c. Si on prend pour acquis que ces différences de V max 
sont significatives et non pas dépendantes de l'imprécision des analyses cinétiques, alors 
cela laisse croire que les interactions de l'adrénodoxine avec le cytochrome c sont 
différentes de celles avec le P4.50scc. Il est connu, en effet, que le site de liaison de 
l'adrénodoxine au cytochrome c serait différent du site de liaison de l'adrénodoxine à 
l'adrénodoxine réductase, car il peut y avoir transfert efficace de l'adrénodoxine réductase 
vers le cytochrome c lorsqu'il y a formation d'un complexe de réticulation entre 
l'adrénodoxine et l'adrénodoxine réductase. 
Par contre, ce même complexe ne peut transférer efficacement ses électrons vers le 
cytochrome P450scc (Hara et Kimura, 1989). Il serait donc possible que la substitution 
d'un acide aminé par un autre ait des répercussions opposées sur les V ma-,; des cinétiques de 
scission et de réduction du cytochrome c puisque des sites différents sont impliqués. 
Enfin, les vitesses maximales (Vmax) de certains mutants sont supérieures à celles 
de l'enzyme natif (tableau IV). Ces variations pourraient s'expliquer soit par le fait que la 
substitution d'un acide aminé par u'n autre pourrait entraîner un changement 
conformationnel qui favoriserait le transfert d'électron entre l'adrénodoxine et ses 
partenaires. Ou, plus simplement, que ces variations ne reflètent que les facteurs d'erreurs 
reliés à l'imprécision des analyses cynétiques et, dans ce cas, un plus grand nombre de 
répétitions pour chacun des mutants serait souhaitable (n > 3). 
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3 . EXPRESSION ET CARACTÉRISATION DU CYTOCHROME P450SCC 
DE SURRÉNALES BOVINES 
Tout comme l'adrénodoxine de surrénales bovines, le cDNA du cytochrome 
P450scc a également été inséré dans le vecteur d'expression pKK.223-3. Cependant, 
contrairement à l'adrénodoxine, le vecteur a été transformé dans E. coti JM105 souche lacl, 
qui surexprime le répresseur lac/. Ceci entraîne une suppression de la transcription à partir 
du promoteur tac. L'induction de la transcription nécessite l'ajout d'IPTG, un analogue du 
lactose. Cette souche a été choisie préférentiellement à E. coli JM83 (souche qui exprime les 
protéines de façon constitutive), parce que la surexpression non controlée des cytochromes 
P450scc peut être toxique pour E. coli (Porter et Larson, 1991). Ainsi, l'expression de la 
protéine recombinante est activée par l'ajout d'IPTG lorsque les cellules E. coli sont dans la 
phase tardive de croissance logarithmique. On peut ainsi contrôler le temps d'expression du 
cytochrome P450scc. 
La première construction consistait à introduire un site de restriction (EcoRI) suivi 
d'un codon d'initiation (A TG) au niveau du site de clivage du peptide signal, situé entre les 
nucléotides 138 et 139 du cDNA (fig. 6). L'expression du cytochrome P450scc, sous sa 
forme mature, ne nous a donné que des rendements très faibles (0,3 mg/l) et aucun 
maximum d'absorbance à 450 nm n'a pu être observé lorsque nous utilisions cette première 
construction. 
Plusieurs hypothèses pouvaient alors être émises en ce qui concerne ces faibles taux 
d'expression dans E. coli. Premièrement, la biosynthèse de la protoporphirine IX peut être 
limitante lors de situation de surexpression de protéines dans E. coli. Cette hypothèse a 
rapidement été écartée puisque l'expression dans E. coli de la myoglobine de baleine a 
démontré que cette dernière représentait 10 % des protéines totales et qu'elle était exprimée 
sous forme d'holoenzyme (Springer et Sligar, 1987). Donc, si la quantité de 
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protoporphirine IX est suffisante pour accomoder une telle surexpression, elle doit l'être 
également pour l'expression du cytochrome P450scc dans E. coli. 
Plusieurs auteurs croient que certains problèmes d'expression observés pour des 
protéines eucaryotes dans E. coti pourraient être reliés à la proportion trop élevée de codons 
non préférentiels dans la séquence du cDNA. C'est-à-dire que certains codons 
correspondent à des ARN de transfert peu nombreux dans E. coli. Ainsi, il a été émis 
comme hypothèse, que des pauses lors de la traduction de certaines protéines pourraient 
être nécessaires pour obtenir un repliement adéquat de celles-ci (Purvis et al., 1987). 
Cependant, la présence de codons non préférentiels pourrait provoquer également des 
pauses de traduction qui pourraient empêcher le repliement normal des protéines 
lorsqu'elles sont exprimées dans E. coli, exposant ainsi certains sites à la digestion des 
protéases (Springer et Sligar, 1987). 
En ce qui concerne le cytochrome P450scc, plus de 40 % des codons du cDNA 
correspondent à des codons non préférentiels. Cependant, de très hautes proportions sont 
également observées pour l'adrénodoxine et l'aldolase de maïs et de bons taux d'expression 
dans E. coli ont été obtenus malgré ce fait. 
D'autres auteurs ont observé que la traduction de certaines protéines est peu efficace 
lorsque le site de liaison au ribosome ou le codon d'initiation sont séquestrés dans des 
régions doubles brins de !'ARN messager. C'est en effet ce qui a été observé pour 
l'antigène petit t de SV40 (Gheysen et al., 1982), !'opéron gal (Queen et Rosenberg, 1981) 
et la protéine lamB (Hall et al., 1982; Schwartz et al., 1981). 
L'analyse des structures secondaires pouvant être formées par l'ARN messager du 
cytochrome P450scc mature a révélé la possibilité que le nouveau codon d'initiation (créé 
par mutagenèse dirigée) soit impliqué dans une telle structure (fig. 8), ce qui pourrait 
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expliquer les faibles taux d'expression observés pour la protéine recombinante dans E. coti. 
Une deuxième étape de mutagenèse dirigée a donc été effectuée afin de déstabiliser cette 
structure secondaire et de libérer le codon d'initiation, abaissant par le fait même l'énergie 
libre (~G) de cette structure secondaire (c.-à-d. -65 Kcal avant et -57,7 Kcal après 
mutation). La mutation apportée au cDNA a été effectuée de façon à ne pas modifier les 
acides aminés du cytochrome P450scc. 
Cette deuxième construction (fig. 6 oligo. 8) nous a permis d'obtenir des taux 
d'expression 33 fois supérieurs à ce qui avait été obtenu par la première construction 
(fig. 19 puits d et e), ce qui nous permet d'avancer que la présence de codons non 
préférentiels dans le cDNA n'est en rien le facteur limitant pour la traduction du cytochrome 
P450scc. 
Springer et Sligar ont reconstitué un cDNA synthétique pour la myoglobine de 
baleine en remplacant les codons non préférentiels par des codons plus fréquents de E. coli 
(Springer et Sligar, 198~. Ces auteurs attribuent à ces modifications l'obtention de hauts 
taux d'expression pour la myoglobine. Afin de consolider notre hypothèse sur l'implication 
des structures secondaires dans l'expression du cytochrome P450scc, nous avons analysé 
la formation de structures secondaires pour la myoglobine de baleine native comparée à la 
myoglobine de baleine synthétique. Cette analyse a démontré que les changements apportés 
pour la myoglobine synthétique ont également éliminé de fortes structures secondaires dans 
lesquelles était impliqué le codon d'initiation. Ainsi, le succès que l'on attribue à la présence 
de codons préférentiels ne pourrait être dO qu'à la plus grande accessibilité du codon 
d'initiation pour la myoglobine synthétique. 
Springer et Sligar nient cependant l'implication des structures secondaires dans 
l'expression de la protéine, et ce, malgré la présence de différences considérables dans les 
énergies libres de repliement de la myoglobine humaine comparée à la myoglobine de 
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baleine synthétique (c.-à-d. 202 kcal/mol pour la myoglobine humaine, comparé à 128 
kcal/mol pour la myoglobine synthétique). 
D'autres auteurs ont également constaté que des niveaux d'expression élevés dans 
E. coli de protéines eucaryotes pouvaient être obtenus simplement en modifiant la séquence 
du côté 5' de !'ARN messager. Ainsi, Seeburg et collaborateurs ont réussi à obtenir de 
hauts taux d'expression de l'hormone de croissance bovine en remplaçant les 24 premiers 
codons par ceux de l'hormone de croissance humaine synthétique reconnue pour sa bonne 
expression dans E. coli (Seeburg et al., 1983). De plus, des niveaux d'expression de 
l'hormone de croissance bovine, correspondant à 30 % du total des protéines de E. coli, 
ont été obtenus en introduisant des codons additionnels du côté 3' du codon d'initiation, ce 
qui altère la séquence du cDNA (Schoner et al., 1984). En analysant sur ordinateur la 
formation de structures secondaires potentielles pour l'hormone de croissance bovine avant 
et après les modifications apportées, Schoner et collaborateurs ont observé que la bGH 
modifiée présentait moins de structures secondaires du côté 5' de l'ARN messager. Ces 
deux dernières études appuient notre hypothèse de l'implication des structures secondaires 
qui pourraient séquestrer le site d'attachement ribosonale ou Je codon d'initiation. 
Ganoza et Louis (1994) ont effectué une analyse de 290 ARN messager eucaryotes 
afin d'identifier des structures secondaires potentielles dans la région du site d'initiation de 
la traduction. Après avoir comparé ces structures à 290 séquences d'ARN messager de 
procaryotes (Ganoza et al., 1987), ils ont pu dresser une liste d'observations et de 
différences très intéressantes. Ainsi, pour 80 % des séquences analysées, le codon 
d'initiation n'est pas impliqué dans la formation de structures secondaires. Cette 
observation étant valable autant pour les eucaryotes que pour les procaryotes. Cependant, 
une différence majeure existe entre les eucaryotes et les procaryotes et elle se situe au niveau 
d'une tendance plus forte chez les eucaryotes à former des structures secondaires du côté 5' 
du codon d'initiation. Chez les procaryotes, il y a absence de telles structures du côté 5' du 
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codon d'initiation. Cette différence remarquable peut être expliquée par le besoin de ces 
structures secondaires pour l'initiation de la traduction chez les eucaryotes. Par exemple, de 
telles structures pourraient être requises pour sélectionner le site d'initiation ou encore pour 
arrêter le «scanning» de la sous-unité 40S nécessaire pour la sélection de ce site (Kozak, 
1983). 
Enfin, une étude menée par Smit et Van Ouin en 1994 a démontré que l'efficacité de 
la traduction chez E. coti est déterminée par la présence ou non de structures secondaires au 
niveau du site d'attachement ribosomal et également par le fait que le codon d'initiation est 
ou n'est pas impliqué dans ces structures. Ces résultats peuvent donc être corrélés avec 
ceux que nous avons obtenus pour l'expression du cytochrome P450scc recombinant, 
puisqu'une déstabilisation de structure secondaire, impliquant le codon d'initiation, amène 
l'énergie libre de -65,0 Kcal/mole à-57,7 Kcal/mole, ce qui nous a permis d'augmenter de 
33 fois le niveau d'expression de cette protéine dans E. coli. 
Cependant, l'existence de ces structures secondaires n'a pas été démontrée in vivo 
en ce qui concerne l'expression du cytochrome P450scc. De plus, il ne faut pas écarter la 
possibilité que les modifications apportées au niveau du cDNA pourraient avoir comme 
conséquence d'augmenter la stabilité de !'ARN messager et que la déstabilisation des 
structures secondaires n'aurait rien à voir avec l'augmentation d'expression du cytochrome 
P450scc dans E. coli. 
Donc, pour en revenir à l'expression du cytochrome P450scc bovin dans E. coti, la 
modification apportée du côté 5' du cDNA (c.-à-d.CTC -> TAG) nous a permis 
d'augmenter de beaucoup nos rendements d'expression, passant de 0,3 mg/l à 10 mg/l de 
E. coti. Parallèlement à nos travaux, Wada et collaborateurs ont également exprimé le 
cytochrome P450scc bovin dans E. coti. Ces auteurs ont choisi de modifier le deuxième 
codon de la portion mature du cDNA, de telle sorte que le résidu isoleucine soit remplacé 
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par un résidu valine (Wada et al., 1991). Cependant, on ne mentionne pas la raison d'une 
telle modification et on ne parle pas non plus de la possibilité que cette mutation puisse 
entraîner une déstabilisation de certaines structures secondaires. En ce qui nous concerne, le 
cytochrome P450scc correspond à la protéine native, puisqu'il n'a subi aucune modification 
des résidus d'acide aminé. De plus, notre système d'expression nous a permis d'obtenir 
des rendements supérieurs à ceux obtenus par l'équipe de Wada (c.-à-d. 10 mg/l 
comparativement à 2 à 3 mg/l de culture). 
Le cytochrome P450scc recombinant, solubilisé des membranes de E. coti par 
7,5 mM CHAPS, présente un maximum d'absorbance à 450 nm lorsqu'il est réduit et que 
l'on ajoute du monoxyde de carbone (fig. 20). Wada et collaborateurs ont également 
observé ce maximum d'absorbance, mais en utilisant plutôt les cellules E. coti entières et 
non le cytochrome P450scc solubilisé des membranes. La quantité de cytochrome P450scc 
recombinant produite a été estimée à partir du coefficient d'extinction molaire de la protéine 
et également par densitométrie en utilisant une quantité connue de cytochrome P450scc de 
surrénales bovines. 
Il est important de mentionner ici la présence des cytochromes d et 0 au niveau de la 
membrane bactérienne de E. coti. Ces cytochromes pem·ent fausser la quantification des 
cytochromes P450s lorsque l'on utilise le coefficient d'extinction molaire 6.E4.50490 = 91 
(mM•cm)-1 du P450scc. 
Ainsi, en effectuant une différence de spectre au monoxyde de carbone des 
membranes de E. coti ayant été transfonnées avec un vecteur sans cDNA, on peut observer 
un minimum d'absorbance à 444 nm qui est causé par la présence du cytochrome d (Porter 
et Larson, 1991). Un autre minimum d'absorbance est également observé à 430 nm dû à la 
présence des cytochromes d et O. Lorsqu'un spectre de cytochrome P450 est effectué, la 
présence de ces cytochromes membranaires se traduit par un épaulement à 437 nm et une 
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forte absorbance à 416 nm. C'est exactement ce qui a été observé pour la différence de 
spectre du cytochrome P450scc obtenu par l'équipe de Wada (Wada et al., 1991). 
Cependant, aucune explication n'a été avancée pour justifier ces différences. Lorsque l'on 
effectue des spectres sur des bactéries entières, les cytochromes d et 0 sont alors présents et 
un maximum d'absorbancc à 416 nm (c.-à-d. dO au cytochrome 0) peut masquer la 
présence d'un maximum d'absorbance à 420 nm, ce qui serait un signe de dénaturation du 
cytochrome P450scc. De plus, la présence des minimums d'absorbance à 430 et 444 nm a 
pour effet de diminuer le maximum d'absorbance du cytochrome P450scc, qui se situe à 
450 nm. On peut, de cette façon, sous estimer la quantité réelle de P450scc exprimée. 
Ainsi, Wada et collaborateurs, en effectuant leur différence de spectre au monoxyde de 
carbone sur des bactéries entières sous estiment la quantité réelle de P450scc produit. En 
effectuant un spectre sur le P450scc solubilisé des membranes de E. coti, on élimine l'effet 
négatif des cytochromes d et O. 
En cc qui nous concerne (voir fig. 20), nous avons plutôt effectué les différences de 
spectres au monoxyde de carbone sur les cytochromes P450scc ayant été solubilisés des 
membranes de E. coli. ainsi, nous n'observons pas de maximum à 416 nm, mais plutôt un 
léger épaulement à 420 nm signe de la dénaturation d'une faible fraction des protéines 
recombinantes. De plus, le maximum d'absorbance que l'on obtient à 450 nm pourra nous 
permettre de calculer la quantité réelle de protéines surexprimées puisque aucun épaulement 
n'est observé à 437 nm. Il est donc primordial, si on veut évaluer la quantité de P450 
recombinant produit, d'évaluer les spectres de différence au monoxyde de carbone sur des 
protéines ayant été préalablement solubilisées des membranes bactériennes. Les spectres 
effectués sur les bactéries entières ne peuvent donc pas être utilisés pour quantifier les 
cytochromes P450s, mais ils peuvent tout de même être utilisés pour visualiser s'il y a 
effectivement expression ou non du cytochrome P450scc. Dans la négative, aucun 
maximum d'absorbance à 450 nm ne serait observé. Nous pouvons donc affirmer que 
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Wada et collaborateurs ont commis une grave erreur en estimant la quantité de cytochrome 
P450scc produit dans E. coli en se servant des bactéries entières pour les différences de 
spectres au monoxyde de carbone. 
Chose importante à noter, le cytochrome «d» s'exprime dans E. coli sous des 
conditions limitées d'oxygénation, généralement vers la fin de la phase logarithmique de 
croissance ou à la phase stationnaire. Ainsi, de bonnes conditions d'aération des cultures 
bactériennes sont nécessaires afin de diminuer le contenu en cytochrome d (Porter et 
Larson, 1991). 
L'authenticité du cytochrome P450scc recombinant a été confirmée par le poids 
moléculaire de la protéine qui correspondait au même poids moléculaire que le cytochrome 
P450scc isolé de surrénale de boeuf, ce que l'on peut observer sur les gels de 
polyacrylamide 10 % (fig. 19). De plus, l'immunodétection du cytochrome P450scc 
recombinant par des anticorps anti-P450scc bovins confirme également l'identité de la 
protéine (fig. 19.B). Tout comme l'expression de l'adrénodoxine bovine dans E. coli, nous 
avons constaté que la préséquence n'est pas nécessaire pour la stabilité du cytochrome 
P450scc recombinant. Bien au contraire, il semble, selon l'étude de Wada et collaborateurs, 
que la présence de la préséquence ne soit pas favorable à l'expression du cytochrome 
P450scc dans E. coli. En effet, ces auteurs n'ont pu détecter le cytochrome P450scc par 
immunoblot lorsque celui-ci avait sa préséquence. Les analyses Northern ont cependant 
révélé la présence des ARN messagers aussi bien pour la forme précurseur que pour la 
forme mature de la protéine. Par conséquent, il fut émis comme hypothèse que la forme 
précurseur du P450scc était soit non traduite ou que la protéine nouvellement synthétisée 
était instable dans E. coli (Wada et al., 1991). 
À la suite du fractionnement de E, coli, tel que décrit à la section matériel et 
méthode, le cytochrome P450scc recombinant se localise principalement au niveau de la 
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fraction membranaire après centrifugation à 225 000 x g. On peut alors conclure que la 
protéine recombinante se retrouve soit intégrée dans la membrane bactérienne ou encore 
qu'elle fait partie intégrante de corps d'inclusion. Le fait que le cytochrome P450scc puisse 
se solubiliser à la suite d'une incubation avec le détergent CHAPS élimine cependant 
l'hypothèse des corps d'inclusion. 
Plusieurs détergents furent testés avant d'en identifier un qui permette à la fois une 
bonne solubilisation du P450scc des membranes bactériennes, et du même coup, qui 
permette de conserver l'activité de la protéine (tableau VI). Le sodium désoxycholate fut 
d'abord utilisé puisque c'est ce dernier qui permet de solubiliser le P450scc des membranes 
mitochondriales de surrénales bovines. L'utilisation du sodium désoxycholate pour 
solubiliser le P450scc recombinant des membranes de E. coli a entraîné la dénaturation de la 
protéine. Cette dénaturation a été visualisée par la présence d'un maximum d'absorbance à 
420 nm pour la différence de spectre au monoxyde de carbone, alors qu'aucun maximum 
d'absorbance à 450 nm n'a pu être observé. 
Ainsi, ce qui est trnditionnellement utilisé pour la solubilisation du P450scc des 
membranes de mitochondries ne fonctionne pas en ce qui a trnit aux membranes de E. coli. 
La différence dans la composition des lipides qui forment ces membranes pourrait bien en 
être la cause. Ainsi, lorsqu'on compare la composition en lipides des membranes 
mitochondriales bovines à celles de membranes de E. coti, on peut noter des différences 
majeures tel que le pourcentage en phosphatidyl choline, qui est de 39 % pour la 
mitochondrie et de 0 % pour E. coli et le pourcentage en phosphatidyl éthanolamine qui est 
de 27 % pour la mitochondrie comparativement à 65 % pour E. coli (Cantor et Schimmel, 
1980). 
Le premier détergent utilisé après l'essai non concluant du sodium désoxycholate fut 
le sarkosyl (N-Laurylsarcosine), un détergent anionique (CMC de 8,27 mM). Il a été 
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rapporté qu'en absence de cations divalents, le sarkosyl peut solubiliser la membrane 
interne et non la membrane externe de E. coli. (Frankel et al., 1991). Tel que démontré à la 
figure 19, l'utilisation du sarkosyl à un pourcentage de 0,5 % et 0,25 % nous a en effet 
permis d'obtenir une très bonne solubilisation du cytochrome P450scc (fig. 19, r et g). 
Bien que ce détergent nous ait permis de solubiliser la protéine recombinante, l'idée de son 
utilisation fut abandonnée puisque aucun maximum d'absorbance à 450 nm ne peut être 
obtenue lors de la prise des différences de spectres au monoxyde de carbone. Tel que 
démontré au tableau VI, seuls des maxima d'absorbance à 418 nm et 440 nm ont été 
observés, signe de la présence de P450scc dénaturés. 
Après plusieurs essais avec différents détergents, seul le CHAPS (CMC de 6-
10 mM) nous a permis de solubiliser le cytochrome P450scc tout en nous permettant de 
conserver son activité. Ce dernier est un détergent de type zwitterionique qui fut utilisé avec 
succès pour la solubilisation du cytochrome P450LM2 de même que le NADPH-
cytochrome P450 réductase par l'équipe de Wagner en 1984. Un avantage majeur à utiliser 
le CHAPS comme détergent est que ce dernier, bien que zwitterionique, ne présente aucune 
charge à des pH variant de 2 à 12. Il ne présente donc aucune conductivité ou mobilité 
électrophorétique et il ne se lie pas aux résines échangeuses d'ions (Hjelmeland, 1980). 
Cependant, lorsqu'on le compare au sarkosyl, le CHAPS ne nous permet de solubiliser que 
10 à 15 % du cytochrome P450scc comparativement à environ 80 % pour le sarkosyl. 
Comme démontré au tableau VI, la concentration optimale qui nous permet d'observer le 
maximum d'absorbance à 450 nm sans qu'il y ait du même coup apparition d'un 
épaulement ou d'un pic à 420 nm est de 7,5 mM CHAPS. Lorsque les concentrations de 
CHAPS augmentent, on observe alors l'apparition d'absorbance à 420 nm, signe de 
dénaturation du cytochrome P450scc recombinant. Il est à noter que le cytochrome P450scc 
est considéré soluble lorsqu'il se retrouve dans la fraction soluble après une centrifugation à 
225 000 X g. 
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Un essai de solubilisation du cytochrome P450scc a également été effectué en 
combinant à la fois le CHAPS et le sarkosyl. Le but visé était d'obtenir une bonne 
solubilisation dO aux sarkosyl et de conserver l'activité dO à la présence du CHAPS. Tel 
que présenté au tableau VI, cette combinaison des deux détergents nous a permis de 
visualiser le maximum d'absorbance à 450 nm mais la présence d'un pic relativement 
important à 420 nm nous a fait abondonner l'utilisation simultanée des deux détergents. 
L'équipe du Dr M. Waterman mentionne avoir utilisé l'Emulgen 913 (1 %) afin de 
solubiliser le cytochrome P450scc recombinant exprimé dans E. coli. Cependant, nulle part 
on ne mentionne l'allure du spectre de différence au monoxyde de carbone pour la protéine 
sobulisée. Les seuls spectres de différence au CO ont été obtenus soit sur des bactéries 
entières ou sur des fractions membranaires. De plus, le pourcentage des protéines 
recombinantes solubilisées n'est pas du tout mentionné. Contrairement à l'équipe de 
Waterman, nous avons pu démontrer la présence d'un maximum d'absorbance à 450 nm 
lorsque nous avons solubilisé le P450scc recombinant avec 7,5 mM CHAPS. 
L'Emulgen 913 est un détergent fabriqué au Japon principalement utilisé pour le 
nettoyage des cales des pétroliers. Waterman ne nous donne aucune information concernant 
le type de détergent (c.-à-d. anionique, etc.) et la concentration micellaire critique de ce 
dernier. Après maints efforts, nous avons pu nous procurer de l'Emulgen 913 auprès d'une 
compagnie japonaise. Malheureusement, nos essais de solubilisation n'ont pas été aussi 
«concluants» que ceux obtenus par le Dr Waterman et l'utilisation de ce détergent a été très 
vite abandonnée. 
En conclusion, à la suite de l'essai de nombreux détergents, celui qui s'est avéré le 
plus efficace est le CHAPS puisque celui-ci nous permet à la fois de solubiliser le 
cytochrome P450scc et de conserver une activité spécifique qui est comparable au P450scc 
de surrénales bovines. La figure 21 présente une analyse cinétique pour la réaction de 
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sc1ss1on de la chaîne latérale du cholestérol. On peut observer que pour une même 
concentration d'adrénodoxine, l'activité de scission est la même, que ce soit lorsque l'on 
utilise le cytochrome P450scc isolé des membranes mitochondriales de surrénales bovines 
ou encore le P450scc recombinant isolé des membranes de E. coti. De plus, on ne remarque 
aucune différence d'activité entre le P450scc recombinant avant la mutation CTC->TAG et 
auprès la mutation CTC->TAG. Cette dernière observation était prévisible puisque cette 
mutation n'a pas entraîné de modification au niveau de la séquence d'acides aminés. Aucun 
autre résultat de cinétique n'est présenté ici, car à la suite de la publication en 1991 de 
l'expression du cytochrome P450scc dans E. coti par l'équipe de Wada, nous avons décidé 
de concentrer nos efforts sur l'adrénodoxine recombinante et de mettre en veilleuse le 
cytochrome P450scc. 
4. CONCLUSION 
En conclusion, ces travaux démontrent qu'il est possible d'exprimer dans E. coli 
l'adrénodoxine et le cytochrome P450scc de surrénales bo\"ines. Des rendements élevés 
d'expression ont en effet été obtenus pour ces deux protéines et l'activité de chacune d'elle 
ne semble pas différer significativement des protéines natives de surrénales bovines. De 
plus, l'adrénodoxine et le P450scc recombinant sont capables d'intégrer respectivement le 
groupement [2Fe-2S] et la protoporphyrine IX in vivo. Le système d'expression utilisé ici 
nous a permis d'effectuer, de façon rapide, des expériences de mutagenèse dirigée qui nous 
permettent de cibler des acides animés clefs. Ainsi, en ce qui concerne l'adrénodoxine 
recombinante, nous avons constaté que la modification des résidus Glu74 et Asp79, tous 
les deux chargés négativement, avait des répercussions importantes au niveau de 
l'association avec l'adrénodoxine réductase et le P450scc. Ces résultats nous ont permis de 
consolider l'hypothèse de la navette, en ce qui a trait au mode de transfert des électrons. 
Dans ce modèle, l'adrénodoxine s'associe tout d'abord à l'adrénodoxine réductase pour 
ensuite s'en dissocier après transfert d'électrons, pour enfin se lier au cytochrome P450scc. 
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À la suite des résultats obtenus dans cette thèse, nous pouvons affirmer que les mêmes 
résidus (c.-à-d. Glu74 et Asp79) sont impliqués à la fois dans l'association avec 
l'adrénodoxine réductase et avec le P450scc. 
D'autres renseignements importants sont également ressortis des expériences de 
mutagcnèse dirigée. Ainsi, à la position Phe59, la présence d'un résidu hydrophobe est 
essentiel au bon maintien de la structure tertiaire de 1 'adrénodoxine et le remplacement de ce 
résidu par un résidu alanine entraîne la synthèse d'un mutant de structure. La modification 
des résidus phénylalanines par des résidus Leucines ou Alanines présente des effets moins 
prononcés au niveau de l'association avec ses partenaires (c.-à-d. AdxR et P450scc) et ces 
résidus ne semblent pas impliqués au niveau des mécanismes de transfert d'électrons. 
Concernant l'expression du cytochrome P450scc, nous avons démontré que la 
présence de codons correspondant à des ARN de transferts peu utilisés chez E. coli n'a rien 
à voir avec les taux d'expression de la protéine dans cene bactérie. Nous avons plutôt 
démontré que la présence de structures secondaires, impliquant la région du codon 
d'initiation, pouvait avoir des répercussions beaucoup plus importantes sur les niveaux 
d'expression du P450scc. Ainsi, la modification par mutagenèse dirigée du cDNA au 
niveau du codon d'initiation nous a pennis d'augmenter de 30 fois le taux d'expression. 
Ces travaux ont donc contribué à la compréhension du mode d'association des enzymes 
impliqués dans la chaîne de transfert des électrons (c.-à-d. AdxR; Adx; P450scc) tout en 
nous permettant de favoriser le modèle de la navette au détriment du modèle du complexe 
ternaire. 
Ces travaux ont également contribué à ébranler un peu le concept des codons non 
préférentiels pour expliquer les problèmes d'expression de protéines eucaryotes dans 
Escherichia coli puisque de très bons rendements d'expression ont été obtenus à la fois 
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pour l'adrénodoxinc cl le P450scc, et cc, malgré de hauts pourcentages de codons non 
préférentiels. 
5. PERSPECTIVES 
Jusqu'à présent, près de 300 P450s différents ont été clonés et séquencés. On 
estime cependant que la fonction enzymatique est identifiée pour moins de la moitiée de ces 
P450s. L'ajout de nouveaux P450s, dont la fonction enzymatique est inconnue, n'apportera 
rien de concret à la compréhension du fonctionnement de la superfamille des P450s. La 
balle se retrouve donc dans le camp des enzymologistes, qui pourront caractériser ces 
P450s. C'est alors que les techniques d'expressions hétérologues des P450s, soit dans des 
levures, des bactéries ou des cultures de cellules, viennent en aide aux enzymologistes. Ces 
techniques permettent de surexprimer des P450s recombinants actifs qui peuvent être isolés 
et purifiés pour des études enzymologiques. Il suffit ensuite d'essayer une batterie de 
substrats différents afin d'identifier le rôle de ces nouveaux P450s. 
Il est également important de se rappeler que la fonction des P450s est intimement 
liée au processus de transfert des électrons où une flavoprotéine, une NADPH-P450 
réductase et une proliéine fer-soufre sont impliquées. Les facteurs qui régulent les 
interactions protéines-protéines entre les différentes protéines de ces chaînes de transfert 
d'électrons ont fait l'objet de plusieurs projets de recherche, mais également de beaucoup de 
controverses. 
L'augmentation de la quantité des données cristallographiques de différents P450s 
et de leurs transporteurs d'électrons contribue toutefois à élargir notre champ de 
connaissances au niveau de la structure tridimensionnelle de ces protéines. Cependant, les 
trois P450s cristallisés et analysés jusqu'à présent ne présentent pas de segment NH2 
terminal hydrophobe, tels les P450s de mammifères. Il est donc possible que d'autres états 
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conformationnels existent pour les P450s associés aux membranes qm auraient une 
influence sur les propriétés physiques et catalytiques de ces P450s. 
En attendant les données cristallographiques des P450s de mammifères, les études 
de mutagenèse dirigée peuvent tout de même nous apporter beaucoup d'information-clef 
concernant leur conformation. 
Dans une même verne d'idées, nous ne connaissons presque nen des lois qui 
régissent le repliement conformationnel des P450s et des protéines de la chaîne de transfert 
des électrons. Quels acides aminés sont essentiels pour les états de transition dans le 
repliement de ces protéines? Encore une fois, les études de mutagenèse dirigée pourront 
nous apporter quelques renseignements dans ce domaine. 
Enfin, l'application des méthodes d'expressions hétérologues, et plus 
particulièrement l'utilisation des bactéries, nous fourni de grandes quantités de P450s 
recombinants purifiés. Ces quantités sont alors suffisantes pour permettre l'étude des 
mécanismes de la catalyse par les chimistes. L'attribution d'une fonction à un nouveau 
P450 requiert la compréhension de ce mécanisme de catalyse. Des études de ce genre, 
conbinées aux études cristallographiques des P450s, nous amèneront dans l'ère de 
l'ingénierie moléculaire, c'est-à-dire la construction de P450s artificiels capables de 
catalyser des réactions spécifiques à partir de substrats définis. 
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